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RESUM. 
 
El DNA és el component principal del material genètic de la majoria d’organismes. Es podria 
considerar com un magatzem d’informació  que es transmet de generació en generació. 
Estan format per nucleòtids, constituïts d’un grup fosfat, una desoxiribosa (sucre) i una base 
nitrogenada. Conèixer la seva estructura química pot ajudar a entendre el mecanisme de 
funcionament. 
 
En aquest projecte s’han realitzat estudis estructurals de DNA amb seqüències riques en 
AT. Per una banda, l’objectiu ha estat intentar determinar l’estructura a nivell atòmic de tres 
seqüències de DNA, AT4A4T, ATA2TAT2AT, ATAT2A2TAT , utilitzant la cristal·lografia de 
raigs X, tècnica que ens permet un estudi detallat de l’estructura d’una molècula ja que 
s’utilitza una longitud d’ona comparable a les distàncies interatòmiques. Per altre banda, 
s’ha estudiat la interacció del DNA amb diferents fàrmacs per mitjà de la tècnica de 
dicroisme circular (DC). 
 
Els estudis de cristal·lització han permès obtenir diversos cristalls de les diferents 
seqüències però únicament s’han pogut processar els diagrames de difracció de la AT4A4T, 
no arribant a una validació de l’estructura ja que no s’ha aconseguit obtenir un model exacte 
a través del reemplaç molecular. Es creu que el cristall difractat possiblement presenti dos 
possibles estructures. El grup espacial amb el que s’ha obtingut unes millors estadístiques 
és C2, donat uns paràmetres de cel·la  76,9X44,4X69,1 Ǻ, 90º, 111,58º, 90º. 
 
Els estudis de DC han permès veure la interacció  de cinc timines i algunes amines sobre 
diverses seqüències de DNA, (AT)7, A(AT)5T, CG(AT)5, A6T6 i CGC3GCG3C. A més a més 
s’han calculat corbes de fusió dels diversos oligos i s’ha comprovat l’efecte de la sal i la 
concentració. 
S’ha pogut observar com els canvis estructurals induïts per les timines són molt petits sobre 
(AT)7 i més significatius sobre la resta de seqüències. Pel que fa les amines pràcticament no 
tenen efecte. Únicament sobre la seqüència A6T6 , les amines codificades com a 927 i 928 
s’aprecia que ocasionen un canvi significatiu  en l’espectre de DC que caldria complementar 
amb d’altres tècniques d’estudi estructurals. 
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1 GLOSSARI. 
 
DC  Dicroisme circular 
DNA  àcid desoxiribonucleic 
Oligo  oligonucleòtid 
T1  derivat de timina 
T2  derivat de timina 
T3  derivat de timina 
T4  derivat de timina 
T5  derivat de timina 
864  N-òxid de trimetilamina dihidratat (TMAO) 
927  diclorur de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina  
928  1,5-Diaminanaftalè 
930  2,3,5,6- Tetrametil-p-fenilendiamina 
948  N,N,N’,N’- tetrametil-1,3-propandiamina 
949  N,N,N’,N’- tetrametil-1,6-hexandiamina 
950  1,3,4,6,7,8- Hexahidro-2H-pirimido[1,2-9]-pirimidin 
957  monohidrat de malonat de sodi 
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2 PREFACI. 
2.1 Origen del projecte. 
 
Se sap que les regions riques en adenina i timina, les denominades TATA-box en els 
sistemes eucariotes i les Pribnow box en els procariotes, tenen un paper fonamental durant 
el procés de transcripció. Aquestes seqüències són els promotors i situats sobre la zona 
d’iniciació participen en la selecció i reconeixement per part d’un complex sistema de 
proteïnes. Per altre banda, les zones que no codifiquen representen un 95% dels gens, són 
riques en AT i no es coneix la seva funció. 
Actualment, són molt poques les seqüències resoltes que contenen A-T, es per això que 
resulta un repte poder determinar l’estructura atòmica d’aquest tipus de seqüències. 
 
La forma Hoogsteen del DNA és un altre tipus d’unió entre bases diferent a la  tant 
coneguda Watson i Crick, determinar les condicions que donen  aquest tipus d’estructura 
resulta també una fita a assolir. 
2.2 Motivació. 
 
La cristal·lografia de macromolècules és un camp complex, tan la part pràctic com el 
processament de dades i la resolució de l’estructura.  
 
La part de laboratori no és una tasca fàcil ja que requereix determinar unes condicions 
experimentals adequades temps i molta paciència. 
La part de processat requereix la utilització d’uns programes específics  i tot una sèrie de 
coneixements matemàtics i físics que un enginyer químic pot haver assolit durant la carrera i 
si més no, esta capacitat per entendre i interpretar els resultats obtinguts. 
 
Per una banda, la realització d’un projecte de tal característiques suposa conèixer un món 
força desconegut per un enginyer, a més d’un enriquiment de coneixements (simetries, 
grups espacials, teoria de raigs X, reemplaç molecular... ) i tècniques (difusió de vapor, gota 
penjant, espectrofotometria, dicroisme circular...) moltes d’elles, no conegudes. 
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Per altra banda, el contacte directa dia a dia en el laboratori, amb diferents productes, 
aparells, etc, permeten adquirir experiència pràctica i assolir els mètodes de treball d’un 
laboratori d’investigació. 
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3 INTRODUCCIÓ. 
3.1 Objectius del projecte. 
 
Per una banda, els objectius del projecte han estat determinar l’estructura atòmica de tres 
seqüències DNA, AT4A4T, ATA2TAT2AT, ATAT2A2TAT, obtenint prèviament els cristalls, 
difractar-los amb raigs X i posteriorment fer el processat de les dades. 
 
Per altre banda, també hem volgut comprovar la interacció de diferents seqüències de DNA, 
(AT)7, A(AT)5T, CG(AT)5, A6T6, CGC3GCG3CG amb diferents fàrmacs, tot utilitzant la tècnica 
del dicroisme circular i comprovant si hi ha variació de l’estructura i s’indueix la forma 
Hoogsteen. En una estructura resolta del ATATAT en el laboratori de Química de 
Macromolècules de l’ETSEIB, es va veure que la forma Hoogsteen s’estabilitza per 
introducció de timines en el solc estret. Cal doncs veure si alguns fàrmacs poden introduir-se 
en el solc del DNA i facilitar la transició a la forma Hoogsteen. 
3.2 Abast del projecte. 
 
El projecte comprèn les següents etapes: 
 
- Estudis de cristal·lització per tal de determinar les millors condicions de 
cristal·lització. 
- Anàlisis dels diagrames de difracció utilitzant diferents programes de processat de 
dades, reemplaç molecular i afinament. 
- Estudis de dicroisme circular per determinar les condicions experimentals  
      d’interacció del DNA amb diferents  fàrmacs. 
- Anàlisis qualitatiu dels resultats de dicroisme, tot fent comparacions amb els 
espectres reals de cada seqüència. 
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4 INTRODUCCIÓ TEÒRICA. 
 
En aquest apartat s’exposen breument els conceptes teòrics més importants per tal de poder 
entendre fàcilment els apartats posteriors. Una explicació més completa es pot trobar en 
l’annex C . 
4.1 Estructura del DNA. 
 
El DNA és un polímer biològic responsable de la transmissió i expressió de la informació 
genètica. Està format per monòmers anomenats nucleòtids, que consisteixen en tres 
subunitats: un fosfat, un sucre, una pentosa anomenada β-D-2-desoxiribosa i una base 
nitrogenada, purínica (guanina o citosina) o pirimidínica (citosina o timina). Totes les bases 
són aromàtiques i planes, donant una estructura rígida. 
Els nucleòtids s’uneixen entre ells per enllaços fosfodièsters entre el carboni 3’ d’un sucre i 
el carboni 5’ d’un altre sucre. 
 
Fig. 4.1. Components que  formen el DNA 
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4.2 Estructura secundària. 
 
James D.Watson i Francis H. Crick (1953), basant-se en anàlisis químics i estudis de 
difracció de raigs X van proposar un model de DNA que consisteix en  dues cadenes de 
polinucleòtids enrotllades l’una sobre l’altre, formant un hèlix. Les bases nitrogenades se 
situen a l’interior de l’hèlix, i les pentoses i l’àcid fosfòric a l’exterior. 
 
En aquesta estructura cal destacar dos fets: 
 
- Les cadenes de DNA són complementaries, sempre queden enfrontades una base 
purínica amb una pirimidínica, concretament l’adenina amb la timina i la guanina amb 
la citosina, sent el primer dels aparellaments amb dos ponts d’hidrogen i el segon 
amb tres. 
 
- Les cadenes són antiparal·leles, les pentoses d’una queden en posició inversa 
respecta l’altre. 
 
Fig. 4.2. Esquema del DNA amb els paràmetres d’hèlix 
 
El model WC no és l’únic , existeixen altres model d’aparellament entre bases com el 
Hoogsteen o el Hoogsteen invertit entre d’altres. 
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Fig. 4.3. Aparellaments entre bases adenina i uracil per ponts d’hidrogen (Subirana,1985) 
 
A més a més, el DNA té una gran flexibilitat estructural, pot adoptar diferents formes 
depenen de la seqüència, condicions del medi, etc, que es distingeixen per la variació dels 
diferents paràmetres d’hèlix (pas d’hèlix, nº de parells de base per volta, inclinació de les 
bases, etc). 
4.3 Raigs X. 
 
Els raigs X són un part de la  radiació electromagnètica , amb una longitud d’ona que es 
troba compresa entre la radiació UV i els raig γ. Les seves propietats van ser descrites el 
1986 per Röntgen però no va ser fins el segle següent  que Von Laue (1912) i Bragg (1913) 
van demostrar que degut a l’estructura  ordenada dels cristalls, podien difractar els raigs X 
segons unes direccions determinades. Això va significar un gran avenç per la cristal·lografia 
ja que va permetre determinar l’estructura de nombroses molècules biològiques. 
 
Quan els electrons emesos per un filament escalfat a alta temperatura es fan incidir sobre un 
ànode metàl·lic, de manera que les capes més internes dels àtoms que el constitueixi, 
puguin experimentar transicions, es generen raigs X amb una longitud d’ona entre 10-7 i  
10-11m. 
Generalment s’utilitza un ànode de coure, generant-se així un espectre de raigs X format per 
una banda ample responsable de la radiació blanca i unes línies característiques (CuKα 
CuKβ) que es poden separar per mitja de filtres. 
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La difracció de raigs X segueix el principi de Huggens, on cada àtom del cristall actua com 
un nou focus emissor d’ones que interfereixen constructivament o destructivament. Només 
es produeix interferència constructiva i per tant difracció quan es compleix la llei de Bragg: 
 
                       θ=λ sind2n hkl                                          (Eq. 4.1) 
 
on dhkl és l’espai interplanar, θ és l’angle d’incidència o reflexió, n el número d’ordre i λ la 
longitud d’ona de la radiació utilitzada. 
 
Fig. 4.4. Descripció del model de Bragg amb plans paral·lels separats 
una distancia interplanar de d 
 
En un cristall, hi ha diferents conjunts de plans paral·lels que compleixen al Llei de Bragg. El 
conjunt de feixos difractats constitueixen el patró de difracció que resulta la clau per poder 
determinar l’estructura del DNA. 
 
 
Cada taca del patró de difracció esta produïda per un feix de difracció dels àtoms del cristall. 
El feix difractat és una ona, 
 
)hkl(ie·)hkl(F)hkl(F α=                       (Eq. 4.2) 
 
 
que es pot rescriure en funció de les coordenades de cada àtom que contribueix a generar-
la. 
 
                  
)lzkyhx(i2
i
i
iiie·f)hkl(F
++α∑=                                (Eq. 4.3) 
 
sent fi el factor de dispersió atòmic; xI,yI,zI les posicions dels àtoms i h,k,l la direcció del pla. 
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La transformada de Fourier permet escriure l’equació com: 
 
               ))hkl(lzkyhx·(2·cos)hkl(F
V
1)xyz(
h k l
φ−++∏=ρ ∑∑∑                     (Eq. 4.4) 
 
on V és el volum del cristall; )hkl(F és el factor d’estructura; x,y,z són les posicions, h,k,l és la 
direcció del pla i Ф(hkl) és la fase del factor d’estructura. 
 
De l’Eq. 4.4 es pot obtenir el mapa de densitat electrònica, que resulta un eina fonamental 
per deduir l’estructura de la molècula. Per calcular-lo existeix un problema, a partir del patró 
de difracció es poden mesurar les intensitats però no les fases (problema de les fases). 
Per solucionar-lo s’utilitza diferents mètodes, per exemple, el reemplaç molecular on es 
parteix de la base que molècules semblants tenen estructures similars, per tant, s’utilitzen 
les fases d’un model de DNA ja conegut al que s’està estudiant i s’intenta ajustar el model a 
les dades experimentals. 
4.4 Dicroisme circular. 
 
El Dicroisme circular és la diferència d’absorció entre la llum polaritzada circularment a la 
dreta i a l’esquerra. 
DE ε−ε=ε∆                     (Eq. 4.5) 
 
És una tècnica que consisteix  en fer interaccionar una molècula, òpticament activa amb llum 
polaritzada. Les molècules òpticament actives es caracteritzen per absorbir de forma diferent 
la llum polaritzada circularment a la dreta i a l’esquerra. 
 
El DC resulta ser  molt sensible a l’estructura secundària de les molècules. Així qualsevol 
petita variació de la seva conformació queda reflectida en l’espectre. Actualment s’utilitza 
molt en l’estudi de la interacció de l’àcid nucleic amb altres molècules i de la forma com 
aquesta interacció pot modificar l’estructura del DNA. 
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En el cas dels àcids nucleics els grups òpticament actius són les bases puríniques i 
pirimidíniques, aquestes bases són clars exemples de cromòfors simètrics que es tornen 
òpticament actius al enllaçar-se amb el sucre mitjançant l’enllaç N-glicosídic. 
 
Experimentalment es mesura ∆ε, encara que per raons històriques es representa 
gràficament la el·lipticitat θ, relacionada  
 
                             ε∆=θ ·32982                                             (Eq. 4.6) 
 
Generalment però, es representa la el·lipticitat molar, representada com: 
      
                           [ ]
C·l·10
θ=θ                                            (Eq. 4.7) 
 
on θ és l’el·lipticitat observada en graus, l és la longitud del camí recorregut en cm , c és la 
concentració molar i les unitats són de grausxcm2xdmol-1. 
 
El DC és un excel·lent eina per poder identificar les diferents formes polimòrfiques del DNA. 
És degut principalment per dos mecanismes. El primer, denominat com ”d’oscil·lador 
acoblat”, implica la interacció de dos moments dipolars elèctrics BA i
→→ µµ de transicions 
electròniques dels cromòfors A i B. En aquest cas el DC és proporcional al producte escalar 
triple: 
 
                
⎥⎥
⎥⎥
⎦
⎤
⎢⎢
⎢⎢
⎣
⎡
µµ±α →→→ ABBA x·RDC                                                 (Eq. 4.8) 
 
→
BAR és el vector que connecta els centres dels dos grups cromòfors. 
El segon mecanisme apareix quan existeix un moment magnètic, a part de l’elèctric, associat 
a una transició, en aquest cas el DC és proporcional al producte escalar 
→→µα ifif mxDC                             (Eq. 4.9) 
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sent 
→
ifm el moment magnètic, funció de les coordenades rotacionals electròniques. Aquest 
últim mecanisme només es dóna en cromòfors quirals; en cas contrari el producte escalar 
anterior és zero. 
 
El DC dels àcids nucleics es degut a ambdós mecanismes. Per una banda, associats a les 
transicions n→Π* de les bases i sol haver un important moment magnètic; per un altre banda 
existeixen interaccions entre moments elèctrics de les bases i sucres i de les bases entre sí. 
Les intensitats del DC que es determinen experimentalment  venen donades per l’equació 
de Rosenfeld’s: 
 
{ }iffi·ImkAAI MERLDC µµ=−=                     (Eq. 4.10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Força rotacional (R) 
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5 PROCEDIMENT EXPERIMENTAL. 
 
La realització d’aquest projecte es pot dividir en dos grans blocs, el primer amb la finalitat de 
determinar l’estructura de diferents seqüències de DNA i el segon  que es determinar l’efecte 
de la interacció de diferents seqüències amb diversos fàrmacs. 
 
Pel que fa el primer bloc, comprèn les següents fases: 
 
- Obtenció de cristalls 
- Difracció dels cristalls 
- Anàlisis de les dades obtingudes. 
 
Pel que fa el segon bloc, comprèn: 
 
- Determinació de les condicions experimentals òptimes i preparació de les mostres  
d’estudi. 
- Anàlisis de les mostres amb DC. 
- Anàlisis de les dades obtingudes. 
 
5.1 Estudis de cristal·lització. 
 
Aquesta etapa consisteix en un dels punts claus de la cristal·lografia de macromolècules.  
L’obtenció de cristalls de qualitat per un posterior estudi estructural, requereix haver 
determinat unes condicions apropiades. Hi ha tot un seguit de paràmetres que cal controlar, 
pH, la força iònica, dissolvents, supersaturació, difusió, etc. És per això que es requereix fer 
un mostreig per tal de determinar les condicions de producció i posteriorment poder 
optimitzar-les. 
 
Hi ha diversos mètodes de cristal·lització, tots ells tenen la finalitat de portar la solució a un 
estat de supersaturació. La diferència està en la forma de variar els paràmetres per tal 
d’arribar al nou estat; els més destacats són: 
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- Mètode en massa “batch”. La macromolècula es barreja directament amb la solució 
cristal·litzant. 
 
- Mètode del sembrat “seeding”. És un mètode que permet controlar la nucleació i 
consisteix en introduir nuclis cristal·lins a una solució cristal·litzant que es troba 
pròxima a la superasturació. 
 
- Mètode de Diàlisis. On una membrana semipermeable permet separar 
l’oligonucleòtid de la dissolució mare, conduint-lo així a un estat de supersaturació. 
 
- Mètode de la difusió de vapor. L’oligonucleòtid es va concentrant gràcies a la difusió 
de les espècies volàtils. 
 
En aquest projecte el mètode utilitzat és el de la difusió de vapor que s’explicarà més 
àmpliament a continuació. 
 
5.1.1 Mètode de la difusió de vapor. 
 
Consisteix en un recipient tancat dintre del qual hi ha una gota. La gota conté la biomolècula, 
el tampó, el precipitant i altres additius. El pou conté una concentració més elevada de 
precipitant, entre un 5-10% més, de manera que al tractar-se d’un recinte tancat, es tendeix 
a un equilibri, tot produint-se la difusió de les espècies  volàtils fins que la pressió de vapor a 
l’interior de la gota s’equilibra amb la pressió de saturació del recipient. 
 
La difusió de les espècies volàtils produeix un canvi de volum de la gota, amb la conseqüent 
variació de les concentracions dels components que la formen. Així, la concentració del DNA 
va augmentant fins arribar a un estat de supersaturació on és possible la nucleació i el 
creixement cristal·lí. 
 
Dins d’aquest mètode hi ha dues variants, el mètode de la gota penjant i el de la gota 
asseguda. 
 
En el primer, tal i com s’observa en la Fig 5.1,  la gota es troba cap per avall, enfrontada 
amb el pou i col·locada sobre un cobreobjectes siliconat prèviament amb silà, per tal 
d’obtenir una superfície hidròfoba i així evitar que la gota quedi aixafada.  
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En la gota asseguda, aquesta es troba sobre un micropont col·locat en el pou. 
 
Fig. 5.1. Esquema de la gota penjant i gota asseguda. 
 
En aquest projecte, s’han utilitzat els dos mètodes. Totes les proves s’han realitzat sobre 
places Linbro box, que contenen 24 pous d’un volum aproximadament d’uns 3,5ml.  
 
Fig. 5.2. Micropipetes, microponts i plaques de Linbro. 
 
5.1.2 Preparació de les gotes. 
 
Les gotes que s’han preparat durant la part experimental tenen un volum de 8 µl pel mètode 
de la gota penjant i 20 µl les del mètode de la gota asseguda. 
 
Aquest volum està format per diferents components de manera que s’addicionen 
cautelosament fins a formar el volum final. Aquests components són DNA, tampó, 
precipitants, sals, etc. 
 
El protocol que se segueix en la preparació de les gotes penjant és el següent: 
 
1. Posar l’anell de silicona al voltant del pou de la placa. 
2. Omplir el dipòsit amb un 1ml aproximadament de solució precipitant. 
3. Netejar amb cura els cobreobjectes. 
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4. Barrejar les solucions de cristal·lització sobre el cobreobjectes, de forma que 
s’obtingui la gota. 
5. Girar el cobreobjectes cap per avall amb molt de compte, de manera que la gota 
quedi suspesa sense caure. 
6. Pressionar el cobreobjectes amb la silicona assegurant-se que queda perfectament 
sellat. 
7. Guardar la placa en una cambra a la temperatura corresponent. 
 
L’addició dels volums en la gota es realitza generalment de major a menor volum. Amb 
l’ajuda d’una micropipeta es van col·locant les diferents alíquotes sobre el cobreobjectes 
prèviament siliconat.  
 
En el cas del mètode de la gota asseguda, aquesta no es col·loca sobre un cobreobjectes 
sinó sobre un espècie de pont que se situa directament en el pou. 
 
Cal evitar la presència de partícules de pols en la gota ja que podrien provocar la 
contaminació dels cristalls. El procés s’ha de realitzar de forma ràpida i neta. 
 
5.1.2.1   DNA. 
 
Les seqüències utilitzades  en el projecte són: 
 
- ATA2TAT2AT 
- AT4A4T 
- ATAT2A2TAT 
 
Es tracta de decàmers, és a dir, constituïts per 10 bases i per tant són denominats 
generalment com a oligonucleòtids o oligos. 
 
S’obtenen sintèticament a l’Institut Pasteur pel mètode de fosforamidite i són purificades per 
una filtració en gel i HPLC. Es reben en forma de pols blanca que es dispersa fàcilment. Al 
addiciona aigua per preparar la dissolució mare cal anar amb molt de compte no es perdi el 
producte. És important fer un centrifugat per tal d’acumular la pols al fons del recipient que el 
conté. 
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Un cop dissolt el DNA, cal mesurar la concentració per mitja d’un espectrofotòmetre de UV, 
tot realitzant un espectre des de 220 a 320nm i posteriorment mesurant el màxim d’absorció 
localitzat a 260nm. 
 
L’espectre es realitza sobre una dilució de la dissolució mare de DNA, s’agafen 1000 µl 
d’aigua respecte 1µl de dissolució mare. 
 
Quan ja tenim mesurada l’absorbància, per mitjà de la llei de Lambert-Beer 
 
     ClAabs ε=                        (Eq. 5.1) 
 
C és la concentració del oligo mM, l representa la longitud del camí òptic recorreguda per la 
llum a través de la mostra en cm i ε és el coeficient d’extinció molar a 260nm per la 
seqüència que s’estudia en ou/µmol. Cal tenir present la dilució efectuada per realitzar la 
mesura, així en l’Ec. 5.1, cal aplicar-li el factor de dilució corresponent. 
 
El coeficient és calculat aplicant la següent equació [Cantor,et.al, 1970]: 
 
[ ] ( )TGCAGpCGpGCpGCpCTpTTpAApTApA260 ....·2 ε+ε+ε+ε−ε+ε+ε+ε++ε+ε+ε+ε=ε  
 
               
 
 
DNA ε260 DNA ε260 
pdA 15,4 dCpdG 9,0 
pdC 7,4 dCpdT 7,6 
pdG 11,5 dGpdA 12,6 
pdT 8,7 dGpdC 8,8 
dApdA 13,7 dGpdG 10,8 
dApdC 10,6 dGpdT 10,0 
dApdG 12,5 dTpdA 11,7 
dApdT 11,4 dTpdC 8,1 
dCpdA 10,6 dTpdG 9,5 
dCpdC 7,3 dTpdT 8,4 
Taula 5.1. Valors dels 
coeficients d’extinció a 260nm, 
25ºC, pH neutre i cadena 
senzilla de DNA(1/mmol·cm) 
[Cantor et al,1970]. 
 
 
 (Eq. 5.2)
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5.1.2.2 Tampó.  
 
Els tampons utilitzats per l’estudi de cristal·lització de les diferents seqüències són de 
cacodilat sòdic. S’ha utilitzat aquest tampó ja que el cacodilat conté arsènic que evita el 
creixement bacterià que resultaria un greu problema per a cristal·lització dels àcids nucleics. 
 
Per preparar-los s’afegeix sal de l’àcid cacodílic (NaCaC) fins aconseguir un determinat pH,  
a un volum mesurat d’àcid cacodílic. La sal s’ha  preparat prèviament, tot pesant una certa 
quantitat i dissolent-la amb aigua. 
S’ha utilitzat un pHmetre model PHM92, que cal calibrar abans de cada utilització amb dos 
tampons, un de pH=7 i l’altre de pH=4. 
Els tampons preparats per fer les gotes estan a un pH 6.5,7.0,7.5.  
 
5.1.2.3  Precipitants. 
 
Els precipitants utilitzats en aquest projecte són el el 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD), 
l’isopropanol, l’etanol i diferents polietilenglicol (PEG 400 i 4000) 
 
En el cas del MPD, del PEG 400, de l’etanol i de l’isopropanol es parteix d’una dissolució del 
100% i només es requereix fer les respectives dilucions a la concentració desitjada. 
 
Pel que fa PEG 4000, aquest es troba en estat sòlid. Com que es tracta d’un producte del 
qual es desconeix la densitat i molt viscós, s’ha col·locat una certa quantitat  amb aigua dins 
d’un erlenmeier amb agitació durant un dia a 4ºC. Un cop dissolt s’ha completat amb aigua 
fins a un volum de 100ml i s’ha calculat el percentatge en massa que ha resultat d’un 49%. 
 
5.1.2.4  Sals. 
 
Les sals utilitzades en els estudis de cristal·lització són: 
 
- Clorur de Sodi (NaCl) 
- Clorur de Potassi (KCl) 
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- Clorur de Magnesi (MgCl2) 
- Clorur de Liti (LiCl) 
- Clorur de Bari (BaCl2) 
- Acetat de Magnesi (MgAc) 
- Àcid 6-aminohexanoic (860) 
- ε- Caprolactama (836) 
- Benzilamina hidroclhoride (899)  
 
S’han preparat dissolent una certa quantitat, prèviament pesada, amb aigua Milli-Q. Un cop 
dissoltes és filtren amb microfiltres de cel·lulosa per evitar la presència de possibles sòlids 
en la gota. A partir de la dissolució mare s’han realitzat alíquotes més diluïdes a diferents 
concentracions. 
Quan la fórmula molècula de la sal és complexa s’ha codificat amb un número corresponent 
al codi d’emmagatzematge al laboratori.  
5.1.2.5 Espermina. 
 
L’espermina és una molècula lineal asimètrica amb quatre càrregues positives que s’uneix 
per ponts d’hidrogen als fosfats i ajuda a apantallar les càrregues.  
És la més utilitzada en cristal·lografia de macromolècules per cristal·litzar el DNA o RNA ja 
que serveix com a contraió i com a precipitant [Subirana i Vives, 1981]. 
 
H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2 
 
Es prepara dissolent una certa quantitat amb aigua Milli-Q, prèviament filtrada. I es realitzen 
diverses alíquotes a partir d’aquesta dissolució inicial. S’han preparat alíquotes de 10mM, 
20mM i 50mM. 
 
5.1.2.6  Preparació dels cobreobjectes. 
 
Els cobreobjectes és on col·loquem les gotes quan utilitzem el mètode de la gota penjant. 
Cal siliconar-los prèviament amb silà, producte que ocasiona una transformació química i 
dona lloc a una superfície hidrofòbica, evitant així que la gota quedi aixafada sobre el 
cobreobjectes. 
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El procés de siliconar consisteix en posar un per un els cobreobjectes, en posició vertical, en 
unes gradetes, evitant el contacte entre ells. Posteriorment es submergeixen amb silà i es 
deixen assecar durant un hora aproximadament. Com que es tracta d’un producte tòxic, cal 
prendre mesures de seguretat (utilització de la campana extractora, guans, ulleres, 
mascareta, etc). Transcorregut el temps d’assecat, es renten amb aigua i etanol , en acabat 
es deixen assecar durant un dia. 
 
5.1.3 Condicions de cristal·lització. 
 
Les condicions de cristal·lització és una de les claus per obtenir uns cristalls capaços de 
difractar. Cada seqüència té un comportament diferent, així doncs, determinar les condicions 
idònies no és una tasca gens fàcil i es requereixen un gran nombre de proves experimentals 
 
El primer pas de la cerca consisteix en un screening, és a dir, es parteix d’un conjunt de 
condicions inicials de cristal·lització, a partir del resultat obtingut en aquestes prove es 
dissenyen noves condicions on es varien diferents variables que influencien la solució 
cristal·litzant  i així successivament fins obtenir un cristall. 
 
La optimització d’una o més condicions dóna origen a cristalls útils per ser difractats amb 
raigs X. 
 
Les variables que es poden anar modificant són: 
 
- Tampó i pH. La cristal·lització dels oligonucleòtids no depèn molt del pH [Ducruix i 
Giegé, 1992] però és important un pH entre 6 i 7.5 pel creixement de cristalls de 
qualitat per a la difracció de raigs X. La concentració del tampó també és important, 
si aquesta augmenta, es requereix més concentració DNA per tal de produir-se la 
precipitació. 
 
- Ions. Especialment els ions bivalents són coneguts en el seu paper d’estabilitzadors 
de les estructures de DNA i en la cristal·lització [Timsit i Moras,1992; Ducruix i Giegé, 
1992]. La seva funció és neutralitzar les  càrregues negatives dels fosfats.  
 
- Espermina. És una poliamida que ajuda a la precipitació de l’oligo. Un augment de la 
concentració d’espermina permet una precipitació més ràpida del DNA i amb menys 
Estudis estructurals sobre fragments de DNA de composició 100% AT.       Pàg. 29 
 
 
 
quantitat de precipitant, amb l’inconvenient d’obtenir uns cristalls més imperfectes 
degut a la ràpida cristal·lització. 
 
- Temperatuta. És una variable que depèn del tipus i longitud de les seqüències. 
      De forma general podem dir que a baixes temperatures s’afavoreix la    
      precipitació, per contra, a temperatures elevades es pot produir la redissolució   
      de sòlids.  
             
- Precipitants. La seva concentració esta condicionada per altres components de la 
gota; així a concentracions elevades d’oligo es requereix menys precipitant i a 
concentracions altes de tampó se’n requereix més.   
 
En l’annex B es poden trobar les condicions de cristal·lització de les diferents proves 
realitzades . 
 
5.1.4 Manipulació dels cristalls. 
 
Tots els cristalls de grandària i qualitat adequats són extrets de la gota. El procés d’extracció 
es coneix amb el nom de muntatge i consisteix en “la pesca” dels cristalls. En l’extracció 
s’utilitza un crioloop, que consisteix en un llaç de nylon subjecte a una vareta metàl·lica. És 
un procés força crític on cal certa experiència per tal de no malmetre el cristall.  Un cop 
extrets de la gota són congelats i guardats amb nitrogen líquid fins el moment de dur-se a 
terme la difracció.  
 
Al congelar un cristall que està format majoritàriament per solvent (entre un 60-70%), seria 
d’esperar que es formes gel, comportant un augment de volum  i com a conseqüència la 
destrucció de l’estructura . Es per això que s’utilitzen crioprotectors, que transformen el gel 
en una estructura amorfa. El MPD, que és el precipitant més utilitzat resulta ser també un 
excel·lent crioprotector quan la seva concentració supera el 30%. Es aconsellable congelar 
els cristalls quan tenen una concentració de MPD en el pou del ≥30%. 
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Fig. 5.3. Esquema del procés de muntatge dels cristalls 
 
5.2 Recollida de dades de difracció. 
 
La recollida de dades constitueix una de les etapes crítiques en l’anàlisi cristal·logràfic.  
Totes les dades de difracció dels cristalls d’aquest projecte s’han recollit a la línia espanyola 
BM16 de l’estació ESRF (Europan Synchrotron Radiation Facilty) a Grenoble en dues 
ocasions, el Novembre del 2005 i el Maig del 2006. 
 
Els cristalls es porten congelats fins a les instal·lacions on són difractats. Amb l’ajuda d’un 
criotró, un espècia de pinça, es treuen de la canya on estan emmagatzemats i es dur a 
terme el procés de col·locació en el goniòmetre. És un procés on cal anar amb molt de cura 
per tal d’evitar qualsevol dany al cristall; compren diverses etapes: 
 
- Extracció del loop de la canya que el conté. 
- Obertura del loop amb l’ajuda de la vareta magnètica i col·locació en el criotró. 
- Col·locació del criotró en el goniòmetre. 
- Extracció del criotró, procurant el mínim contacte amb el loop. 
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Les dues primeres etapes es realitzen amb el loop submergit amb nitrogen líquid. Quan 
realitzem la col·locació del loop en el criotró, cal realitzar l’encaix perfectament (el criotró té 
la forma del loop), cal anar amb molta cura evitant una mala col·locació que podria 
comportar la pèrdua del cristall. 
El tercer pas ha de ser el més ràpid possible ja que tot i que la pinça està refredada, no hi ha 
nitrogen que mantingui aquest grau de refredament. L’últim pas, el d’extracció del criotró, cal 
vigilar que al extreure’l no s’arrossegui el loop. 
 
Un cop situat el loop en el difractòmetre, un raig continu de nitrogen líquid, assegura 
l’estabilitat del cristall. 
 
Fig. 5.4.  Difractòmetre de la línia BM16 del sinctrotró de Grenoble 
 
Per  tal de fer un estudi complet de difracció, cal localitzar totes les possibles reflexions i 
mesurar-ne les intensitats; per fer-ho s’utilitzen tècniques experimentals que permeten 
verificar les condicions de Bragg. 
Existeixen diferents tècniques per tal d’acumular les dades de difracció de raigs X, mètode 
de Laue, Weissenberg, precisió, etc.  
A Grenoble, el goniòmetre va girant durant la captura de cada imatge i cal considerar 
diferents paràmetres de recollida. 
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5.2.1.1  Variables de recol·lecció de dades. 
 
Els paràmetres de recollida  que cal considerar són: 
 
- Angle de la primera fotografia. La informació aportada per la primera fotografia 
permet descartar o decidir el tipus de recollida de dades que es realitzarà. 
 
- Variació de l’angle per cada imatge. És la rotació que experimenta el cristall en el 
goniòmetre, estableix els graus d’oscil·lació que experimentarà el cristall durant la 
recollida. 
 
- Distància cristall-detector. Correspon a la màxima resolució que es pot arribar amb la 
mostra que s’analitza. Cal destacar que el senyal de fons es veurà beneficiat al 
augmentar la distància[Dauter,1997]. Cal adaptar la distància segons la resolució que 
difracta el cristall. 
 
- Longitud d’ona.  
 
- Temps d’exposició. Cal trobar un compromís per maximitzar les reflexions més dèbils 
d’alta resolució i evitar que se sobresaturin les de baixa resolució. 
 
5.3 Anàlisi de dades. 
 
L’objectiu d’un experiment de difracció es reconstruir una imatge en 3D, de la molècula 
cristal·litzada, a partir de la informació subministrada pels diagrames. 
Un diagrama de difracció consisteix en una imatge bidimensional que  guarda una estreta 
relació amb la geometria de la cel·la unitària. A partir de les dimensions d’aquesta cel·la es 
pot construir la xarxa recíproca.  
Per tant, el primer pas de l’anàlisi consisteix en determinar l’orientació del cristall i la xarxa 
cristal·lina. El programa que s’ha utilitzat en aquest cas és DENZO; el que fa el programa és 
que a partir d’una foto prediu les posicions de les reflexions en funció de les coordenades 
del detector i d’algunes reflexions presents en el diagrama analitzat. DENZO es basa en un 
algoritme que realitza un cerca completa de tots els possibles índex de les taques. Quan el 
programa troba el valor d’un índex per totes les reflexions, equival a trobar una direcció en 
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l’espai real dels eixos del cristall. La cerca dels vectors de l’espai real, per mitja de la 
transformada de Fourier, és independent de cadascuna de les direccions h,k,l. 
Quan la cerca dels tres vectors de l’espai real esta completada, el programa troba tres 
vectors linealment independents, amb determinant mínim, els quals  es convertiran en base 
de la cel·la unitària, un cop s’hagi produït la corresponent reducció de cel·la.  El programa 
compara la definició de les International Tables for Crystallography, i busca la cel·la que 
millor s’adapta als 14 retícles de Bravais. 
La transformació de la cel·la primitiva a una de més alta simetria requereix certa distorsió; 
DENZO calcula les distorsions pels 14 retícles de Bravais, l’usuari és el que a de definir la 
cel·la i el grup espacials a partir del valor més baix de la matriu de distorsió, corresponent 
amb el retícle de més alta simetria. 
 
5.3.1 Indexat, integració i escalat. 
 
Un cop extreta la informació d’una de les fotos, cal integrar la informació de totes les imatges  
i posar-les en una mateixa escala. El resultat és una llista d’intensitats de reflexió úniques i 
les seves posicions en l’espai recíproc (hkl). Aquestes intensitats es transformen 
posteriorment en factors d’estructura.  
 
Abans de calcular les intensitats de difracció, DENZO ha d’estimar els background i 
posteriorment restar-los del perfil de reflexions. Els píxels que tenen un perfil més gran de 
3σ respecte el valor mig del background s’exclouen del càlcul.  
Per fer una predicció acurada dels pics, s’aplica el profile fitting que es realitza en dos 
passos: 
 
1- El perfil és prediu basant-se en el perfil d’altres reflexions dins un mateix radi, 
calculant-se un perfil promig 
 
2- La informació del perfil real i del predit es combinen minimitzant la funció descrita 
 Eq. 5.4. 
 
El perfil observat Mi és la suma dels pics de Bragg i del valor suposat del background Pi i 
s’expressa com: 
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         iii kpBP +=                   (Eq. 5.3) 
 
on Bi és el valor suposat del background i pi el perfil calculat . Posteriorment es minimitza 
per mínims quadrats. 
 
       
( )∑ −
i i
2
ii
V
PM
                                 (Eq. 5.4) 
 
 on Vi és la variança de Mi. 
 
L’escalat és la següent etapa en el processat de les dades de difracció.  Degut  a diversos 
factors com, variació del raig, deteriorament del cristall, les reflexions equivalents no tenen 
sempre els mateixos valors d’intensitat. Escalar significa posar a la mateixa escala totes les 
reflexions registrades en les diferents fotos. És per això que es realitzen estadístiques que 
permeten validar  les dades. 
Els paràmetres estadístics que s’avaluen són: 
 
- Relació entre la intensitat i el seu error I/σ  
- Rmerge expressat com: 
 
         ∑∑
∑∑ −
=
hkl i
i
hkl i
i
merge )hkl(I
)hkl(I)hkl(I
R                      (Eq. 5.5) 
 
 
- χ2 definida com: 
 
                           ( )∑ ε−=χ 2
2
2
N
IIk                                (Eq. 5.6) 
Per tal de donar les dades coma vàlides cal: 
 
- Rmerge global inferior 15% les dades. Inferior 10% les dades són excel·lents. 
- χ2 pròxim a 1 
- Completitud de les dades, és indicatiu del percentatge de reflexions úniques que és 
tenen. 
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- I/σ >2 ; si és menor, les dades tenen un error important i és perillós considerar les 
reflexions. Ens permet determinar la resolució màxima.  
 
Finalment es transformen les intensitats en factors d’estructura. 
 
5.3.2 Resolució de l’estructura. 
 
Determinar una estructura suposa establir la forma, el tipus, la grandària de la cel·la unitària 
així com el número de molècules i les posicions que ocupen dins la cel·la. 
Fins ara, en els apartats anteriors, s’ha explicat com es determina el tipus de cel·la ,els 
paràmetres , com es transformen les intensitats en factors d’estructura F i com es validen les 
dades. 
La finalitat però es determinar com se situen les molècules dins la xarxa, és per això que 
requerim conèixer la densitat electrònica del cristall, definida com: 
  
                 [ ]∑∑∑ α−++Π=ρ )hkl()lzkyhx(2)·coshkl(FV1)xyz(             (Eq. 5.7) 
 
La única incògnita per poder resoldre-ho són les fases, que no es poden obtenir directament 
de les dades experimentals i cal utilitzar diferents mètodes. 
El mètode utilitzat en aquest projecte és el de reemplaç molecular que es basa en un model i 
consisteix en determinar la posició que ocupen la molècula model a l’interior de la cel·la 
unitària, els paràmetres de la qual són obtinguts en el processament de les dades de 
difracció. 
El programa tracta el model com un cos rígid que es desplaça mitjançant funcions de rotació 
i translació (funcions de Patterson), mentre es va comparant amb les dades experimentals 
(informació de les reflexions). 
Els dos paràmetres que calcula són el coeficient de correlació C i el factor R, definits com: 
         
[ ]
∑
∑ −=
obs
calcobs
F
FF
R                                               (Eq. 5.8) 
 
El valor de R ha de tendir a zero. Valors de R=0,5 suposen una estructura força aproximada 
a la real, però requereix un procés de refinat . 
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sent F(obs) el factor d’estructura observat en les difraccions i F(calc) el calculat a partir del 
model. 
 
Per una banda, R és un factor que interessa que sigui pròxima zero i a mesura que es van 
realitzant els diferents cicles de refinat és important que vagi disminuint, valors entre el 15-
25% són acceptables quan es tracta de macromolècules. És indicatiu de l’error entre el 
model i les dades. 
Per l’altre banda, el factor C, és un coeficient de correlació que mostra l’adequació entre el 
model imposat i les dades observades, interessa que sigui el més alt possible. 
 
5.3.3 Afinament. 
 
Un cop determinat  el model aproximat es passa a l’afinat, que consisteix en un ajust més 
acurat de les posicions atòmiques ja que ara el model no es tracta com un cos rígid sinó que 
té certa mobilitat. A més a més, es poden incloure contraions, precipitants, etc, que no són 
presents en el model inicial. 
L’afinament consisteix en realitzar diversos cicles per afinar les posicions dels àtoms (x,y,z), 
el factor de temperatura B i corregir manualment la molècula.  
 
Es pot dur a terme per diferents mètodes: 
 
- Mínims quadrats. En aquest cas es dóna per suposat que les reflexions 
experimentals tenen un valor definit. El mètode consisteix en variar els diferents 
paràmetres a afinar, de manera que el valor calculat s’aproximi al experimental. 
Consisteix en minimitzar la següent funció [Drenth, 1997]: 
( )2
h
calcobs2 )hkl(F)hkl(F·
1Q ∑ −σ=                    (Eq. 5.10) 
 
            on 1/σ2 és el pes de cada observació.  
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- Afinament per probabilitat màxima (maxium likelihood refinament).  Es basa en l’idea 
que el millor model és el més consistent amb les observacions. Es mesura 
estadísticament la probabilitat que un conjunt d’observacions verifiquin el model.  
 
( )∏=
hkl
calcobs )hkl(F·)hkl(FobPrL                              (Eq. 5.11) 
 
- Afinament per cos rígid (rigid body refinement). S’intenta minimitzar els graus de 
llibertat dels diferents grups d’àtoms, considerats com a cossos rígids. Es produeixen 
rotacions i translacions del parell de bases, desoxiribosa fins aconseguir un mínim. 
És molt útil a resolucions baixes. 
 
- Afinament posicional. Permet afinar les coordenades atòmiques 
 
- Afinament per simulated annealing. Es simula un augment de temperatura per 
produir la vibració de les molècules i a continuació, es produeix un refredament lent, 
de manera que s’aconsegueixi arribar a un mínim d’energia.  
 
Les estadístiques entre el model i les dades experimentals es mesuren amb R-factor. 
Per assegurar-nos que en cada cicle el model millora, es calcula R-free, a partir d’un 
subgrup de reflexions que no participen en l’afinament . Això permet comparar els factors 
d’estructura calculats a partir de la molècula afinada en cada cicle, amb aquest conjunt 
independent. Els dos factors, si l’afinament convergeix, han de disminuir de forma similar 
i acabar amb valors similars [Brünger,1992]. 
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5.3.4 Mapes de densitat. 
 
Un cop obtingut un model aproximat amb unes estadístiques suficientment bones, es 
calculen els mapes de densitat del cristall. 
 
Mapa 2Fo-Fc. 
Aquest mapa s’obté restant les amplituds dels factors d’estructura calculats al doble de 
contribució dels factors d’estructura observats. El resultat dóna la densitat de la part 
correcta, de les parts que falten al model i les que no són consistents amb les dades 
experimentals. 
 
Mapa Fo-Fc. 
Es un mapa de diferència on s’evidencia el que falta en el model per interpretar 
correctament els resultats.  Si el model fos correcta, els factors observats i calculats serien 
idèntics i el mapa tindria valor nul. 
 
Si els mapes obtinguts tenen valor positiu, es indicatiu de la falta d’electrons. Si, té un valor 
negatiu, sobren electrons, per tant, en aquesta zona no hi hauria d’haver àtoms o ser d’un 
grandària menor. 
 
Finalment, per comprovar que l’estructura es correcta, es compra l’ajust dels mapes de 
densitat al model i es comproven les distàncies atòmiques, angles de torsió, etc. 
Un cop realitzat aquest últim pas, es pot donar per vàlida l’estructura determinada 
 
5.4 Estudis de dicroisme circular (DC). 
 
El senyal de dicroisme circular (DC) s’observa quan al matèria òpticament activa absorbeix 
la llum polaritzada, a la dreta i a l’esquerra, de manera diferenciada i es dóna un fenomen 
d’el·lipticitat. La llum polaritzada és quiral; consisteix en dos components circularment 
polaritzats de la mateixa intensitat. La major part de les molècules biològiques també són 
quirals i poden ser estudiades per DC. 
En el cas del DNA, els grups capaços d’absorbir la llum polaritzada en diferent grau són les 
bases nitrogenades que al unir-se amb els sucres esdevenen molècules quirals. 
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5.4.1 Preparació de les mostres. 
 
La majoria de mostres s’han preparar prèviament abans de començar la sessió de DC, 
només en alguns casos s’ha preparar al moment  o se’ls ha afegit algun fàrmac. 
El contingut de les diferents mostres analitzades es mostra en l’Annex B. 
 
L’oxigen i el tampó de la mostra també absorbeixen la llum UV. El primer pot ser eliminat 
amb la purga de nitrogen però els components del tampó, que tenen una alta absorbància, 
per sota dels 200nm, no poden ser eliminats. Tot i que les mesures efectuades es troben en 
un rang superior, cal considerar aquest aspecte. La solució és utilitzar cubetes amb una 
longitud  de camí òptic petita i una concentració d’oligo elevada, a més a més d’una 
concentració de tampó baixa, entre 10-40mM. Es per això que hem utilitzat cubetes de quars 
de 0,1cm. 
 
5.4.1.1  Tampó i sals. 
 
Per tal de poder estandarditzar les diferents proves de dicroisme i poder veure la influència 
dels diferents fàrmacs afegits, totes les mostres tenen el dissolvent i la sal en comú. Així 
s’ha utilitzat tampons de cacodilat sòdic 30mM a pH 7 i sals de NaCl a 0,2M.  
 
5.4.1.2 Temperatura. 
 
Les proves s’han realitzat a una temperatura de 10ºC. Un cop col·locada la mostra en 
l’espectropolarimetre, s’ha deixat estabilitzar el sistema durant uns minuts abans de procedir 
a la recollida de dades. 
 
5.4.1.3  DNA. 
 
Les seqüències de DNA utilitzades són: 
 
- (AT)7 
- A(AT)5T 
- CG(AT)5 
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- A6T6 
- CGC3GCG3CG 
 
S’han preparat i s’ha mesurat la seva concentració tal i com s’ha explicat en l’apartat 5.1.2.1; 
els càlculs es poden trobar en l’Annex A. 
S’han triat aquestes seqüències per poder veure l’influencia de l’estructura primària,  
unes contenen únicament A-T però la seva estructura primària és diferent, i les altres a més 
a més conten C-G . 
5.4.1.4   Fàrmacs. 
 
Els fàrmacs utilitzats són: 
 
- 1,5- Diaminonaftale, de fórmula molecular C10H6(NH2)2, codificat com a 928, 
      es tracta d’un producte poc soluble en aigua  i soluble en èter o alcohol. Per     
      preparar-lo s’ha pesat una certa quantitat d’aquesta substància i s’ha   
      dissolt amb etanol. Posteriorment s’ha diluït amb aigua per tal d’evitar la ràpida    
  evaporació del dissolvent. El pH  de la dissolució final ha resultat  
      d’aproximadament 7. 
 
 
- N,N,N’,N’.tertrametil-p-fenilendiamina dicloride, codificat com 927, de fórmula 
molecular C6H4[N(CH3)2]2·2HCl, s’ha dissolt directament amb aigua. El pH de la 
dissolució és d’aproximadament 7. 
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- 2,3,5,6-Tetrametil-p-fenilendiamina, codificat com 930, de fórmula molecular 
(CH3)4C6(NH2)2 no és soluble en aigua per això s’ha dissolt en etanol una certa 
quantitat prèviament pesada i, s’ha afegit HCl 2M per augmentar la solubilitat; un cop 
soluble s’ha mirat el pH, que ha resultat ser molt àcid. Hem afegit NH3 per portar-lo a 
un pH≈7. 
 
- 1,34,6,7,8-Hexahidro-2H-pirimido[1,2-a]-pirimidin, codificat com 950, de fórmula 
molecular C7H13N3, s’ha dissolt directament amb aigua, posteriorment s’ha portat a 
un pH≈7, tot addicionat HCl 2M. 
 
 
- 2-amino-4-(3-aminopropil)amino-6,7-dimetilpeteridine, codificat com S1, s’ha dissolt 
amb aigua, com que té un pH força bàsic se li ha afegit HCl 2M fins a pH≈7. 
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També s’han utilitzat cinc timines diferents, quatre sintetitzades pel departament de Química 
Orgànica de la UB i l’altre per la universitat Victor Segalen de Bordeaux. El pH de les 
dissolucions finals és aproximat ja que s’ha mesurat amb paper indicador, degut a la falta 
d’un electròde de pH capaç de mesurar quantitats de dissolució petites (màx. 500µl). 
 
La T1 de formula molecular C8 H11N3 O4 s’ha dissolt amb aigua i se li ha afegit una quantitat 
proporcional HCl 2M per neutralitzar el grup amina que dóna la basicitat al producte. El pH 
final és aproximadament 7. 
 
La T2 de formula C22H31N3O8S, no disposàvem del la quantitat de producte que contenia el 
pot ja que aquest es trobava liofilitzat , es per això que hem suposat que teníem una certa 
quantitat, ho hem dissolt amb aigua i posteriorment hem calculat la concentració tot 
realitzant un espectre de UV. Aplicant la Llei de Lambert-Beer , suposant un coeficient 
d’extinció molar de la timina hem pogut determinar al concentració real.  
El pH de la dissolució final és d’ aproximadament 7. 
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La T3 , s’ha dissolt amb aigua i se li ha afegit HCl 2M fins a neutralitzar els dos grups amina; 
la dissolució final té pH≈7. 
 
La T4, és un producte intermig que s’obté al sintetitzar la T5. S’ha dissolt amb etanol ja que 
no és soluble amb aigua, i un cop dissolta, s’ha diluït al 50% amb aigua per evitar 
l’evaporació del dissolvent. El pH≈ 7. 
 
 
Pàg. 44  Memòria 
 
La T5, s’ha dissolt directament amb aigua i com que ja conté contraions, no s’ha hagut de 
neutralitzar ja que el pH≈7. 
 
 
Finalment també s’han utilitzat diversos dissolvents sobre els quals s’ha afegit directament 
l’oligo. 
- El dissolvent A conté CsF(956) 1M i NaCaC 30mM. 
- El dissolvent B conté Trimetilamin-N-oxid Dihidrat (864) 1M i NaCaC 30mM. 
- El dissolvent C conté melonat de sodi dibasic monohidratat (957) i NaCaC 30mM. 
- El dissolvent D conté 1,3-Bis(dimetilamino)propà (948) 0,5M i NaCaC 30mM. 
- El dissolvent E conté 1,6-Bis(dimetilamino)hexà (949) 0,5M i NaCaC 30mM. 
 
5.4.2 Obtenció dels espectres i tractament de les dades. 
 
Per obtenir els espectres de DC s’ha utilitzat un espectropolarímetre JASCO-J820, equipat 
amb una làmpara d’arc de xenó de 450w i connectat a un ordenador per poder realitzar els 
posteriors tractaments de dades. Aquest aparell es troba a Servei Científico-Tècnic de la UB. 
 
 
Una corrent contínua de nitrogen gas s’utilitza per eliminar l’oxigen de la zona on hi ha el 
monocromador i la mostra. La presència d’oxigen és perjudicial per dos raons. La llum 
ultraviolada amb l’oxigen pot donar lloc a ozó, causant de la degradació de la òptica i 
problemes respiratoris. La segona raó és que l’oxigen absorbeix  llum UV (per sota els 
220nm), de manera que redueix la disponible per l’experiment. El pas de nitrogen també 
permet treure la humitat, evitant així la condensació de l’aigua en les cubetes. 
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Les mostres s’introdueixen dins les cubetes de quars amb l’ajuda d’una xeringa d’insulina i 
es col·loquen a l’interior de l’aparell. Cal col·locar la cubeta de manera que el raig travessi la 
mostra quan es dugui a terme la mesura.  
 
Si els anàlisis es realitzen a temperatura no ambient, cal deixar estabilitzar els sistema de tal 
manera que alhora d’efectuar la mesura la mostra estigui a les condicions desitjades. El 
JASCO-J820 disposa de dos sistemes de control de temperatura, un Peltier  i el Julabo.  
 
S’han utilitzat diversos programes com  el propi software del l’aparell JASCO que permet 
visualitzar les dades obtingudes gràficament així com fer la correcció de la línia base i un 
allisament dels gràfics. 
 
Primerament cal introduir al programa els paràmetres de mesura, que en el nostre cas han 
estat els següents: 
 
Inici.......................................................... 400nm 
Final........................................................ 220nm 
Amplada de banda.................................. 0,2-2nm 
Amplada d’escletxa................................. automàtic 
Sensibilitat............................................... 1-1.000mdeg 
Temps de resposta................................. 4 seg 
Velocitat d’escaneig................................ 50nm/min 
Nº acumulacions..................................... 2 
 
Els espectres de DC són funció de la longitud d’ona i es recullen de forma contínua en un 
rang determinat. Inicialment cal recollir l’espectre del tampó, que servirà de blanc o línia 
base i que cal restar-lo a l’espectre obtingut per la mostra.  
Un aplicació del programa, l’Spectra Analysis, ens permet  visualitzar diferents gràfics al 
mateix temps així com fer operacions aritmètiques, eliminar el soroll de fons, suavitzar les 
corbes, etc.  
 
Pel que fa smoothing (allisament), es pot triar diferents mètodes, el que hem escollit en 
aquest projecte és el Savitzky-Golay method consisteix en adaptar les dades experimentals 
a una corba polinòmica. Es base en l’error de mínims quadrats estimat entre la matriu X i el 
vector y: 
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      Y=X·b          (Eq. 5.13) 
 
La solució be donada per:   b=(XTX)-1XTy           (Eq. 5.14) 
El valor estimat que és utilitzat per l’allisament és: 
 
( ) HyyXXXXXbY T1T === −∧                        (Eq. 5.15) 
 
On H és una matriu idèntica per qualsevol polinomi i va ser calculada per Savitzky i Golay 
per polinomis de diferents graus. Les (n+1)th files de la matriu H corresponen els valors dels 
coeficients tabulats per Savitzky-Golay.  
 
 
X correspon a la matriu de Vandermond. Quan utilitzem un polinomi de ordre p, requerim 
una sèrie d’equacions de la següent forma: 
 
0
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p
ipi x·bx·b....x·bx·by ++++= −−  per i=1....2n+1             (Eq. 5.16) 
 
En el cas de n=1, x=[-1 0 1] i tenim: 
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Posteriorment, s’ha utilitzat l’ORIGIN 6.0 per tractar les dades obtingudes, transformar-les en 
el·lipticitat molar i poder fer les respectives comparacions. 
ORIGIN, esta dotat d’una interfase fàcil d’utilitzar i que permet crear uns gràfics d’excel·lent 
qualitat.  
Per fer la transformació de el·lipticitat a el·lipticitat molar, s’ha introduït  la Eq. 4.7 en el 
programa, tot especificant les columnes que calia transformar i la molaritat de la mostra. 
Un cop transformades les dades, s’ha escollit un gràfic lineal per representar l’el·lipticitat 
molar respecta la longitud d’ona. 
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6 RESULTATS. 
 
A continuació, es mostren els resultats obtinguts de la part experimental; primerament de la 
part de cristal·lització i després de la de dicroisme circular. 
 
6.1 Determinació de la concentració d’oligo. 
 
En la taula es mostren els resultats de les absorbàncies , concentracions i coeficients 
d’extinció de les diferents seqüències utilitzades en el projecte, tant per la part de 
cristal·lografia com de DC. 
Seqüència ε260 [ou/µmol] Absorbància Cdúplex [mM] 
ATA2TAT2AT 109,2 1,099 5,03 
AT4A4T 105,2 0,765 3,64 
ATAT2A2TAT 109,2 0,664 3,04 
(AT)7 155,4 0,931 2,4 
A(AT)5T 131,3 0,642 // 0,887 2,45 // 3,38 
CG(AT)5 127,5 0,294 // 0,897 1,15 // 3,52 
A6T6 123,3 0,636 2,84 
CGC3GCG3CG 102,7 0,7438 3,62 
 
Taula 6.1.  Mesures d’absorbància i concentració dels oligos 
 
Els càlculs detallats es poden trobar en l’Annex A. 
6.2 Estudis de cristal·lització. 
 
A l’Annex B es poden trobar les condicions de cadascuna de les gotes realitzades. Cada 
placa de Linbro està referenciada per la següent codificació PH- #, on # és un número 
identificatiu, i cada gota per una lletra (A,B,C,D) i un número de 1 al 6. Així PH-2-A3, 
correspon a la gota de la fila A columna 3 de la placa PH-2. Si la gota prové d’una càpsula 
s’identifica únicament amb CH- #, sent #, el número de càpsula. 
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6.2.1 Seqüència ATA2TAT2AT. 
 
Les variables utilitzades en la cristal·lització d’aquest seqüència són únicament les sals i la 
temperatura, el tampó i el pH s’han mantingut constants i només en alguna ocasió s’ha 
substituït MPD per PEG o isopropanol. 
 
6.2.1.1 Comportament en funció de les sals. 
 
S’ha provat una gran varietat de sals i a concentracions molt diverses: 
 
MgCl2: S’han realitzat gotes a concentracions que varien des de 5-50mM. A concentracions 
baixes d’aquesta sal s’obtenen varetes molt fines, a mesura que s’augmenta el contingut de 
sal, obtenim cups i làmines i a concentracions altes no s’observa cap indici de nucli cristal·lí. 
 
KCl: S’obtenen una gran varietat de cristalls, rombes, quadrats, cups, etc a concentracions 
de 50mM; a concentracions superiors, 100mM, no s’han obtingut resultats per pèrdua de la 
gota. 
 
LiCl: S’obtenen làmines i alguna vareta gruixuda i llarga però sense massa valor 
experimental  a concentracions de 25mM. 
 
NaCl: No s’obté cap tipus de resultat amb les proves realitzades a concentracions entre 
12,5-100mM. 
 
BaCl2: La presència d’aquesta sal indueix la formació d’agulles molt fines, allargades i 
fràgils. Les concentracions utilitzades varien des de 5-50mM. 
 
860: Amb la única concentració provada de 50mM, no s’ha obtingut cap tipus de resultat. 
 
836: S’obtenen una gran diversitat de formes cristal·lines, cups, làmines rectangulars, 
trapezis, rombes, etc a un concentració de 50mM, únicament s’ha provat amb aquesta 
concentració. 
 
CaCl2: No s’obté cap tipus de resultat amb una concentració de 7,5mM. 
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899: Amb l’única concentració provada, 50mM, no s’obté cap  indici de nuclis cristal·lí. 
 
MgAc: S’obté precipitat cristal·lí a molt baixa concentració de precipitant. 
 
6.2.1.2  Comportament en funció de la temperatura. 
 
A 4ºC s’obtenen unes varetes molt fines i fràgils, fruit del procés ràpid de cristal·lització. 
Les temperatures de 13ºC i º16ºC són força òptimes per aquesta seqüència, els cristalls que 
s’obtenen tenen una diversitat de formes  i molt bona birefrigència. 
 
6.2.1.3   Comportament en funció del precipitant utilitzat. 
 
Generalment s’ha utilitzat MPD com a precipitant tot i que s’han realitzat algunes proves 
sense massa èxit amb PEG i isopropanol. Per tant, no tenim suficients dades experimentals 
respecte aquests dos últims precipitants per tal de poder determinar el comportament de la 
seqüència en front els precipitants. 
 
6.2.1.4 Cristalls obtinguts. 
 
D’un total de 23 gotes realitzades s’han recollit 8 cristalls. De la placa PH-2-A6 es va 
congelar un únic cristall, amb molt bona birefrigència però molt fràgil. De la placa PH-4-B2 
es van congelar 7 cristalls, tots ells amb formes molt diverses, trapezis, daus, làmines 
rectangulars, rombes amb volum, etc. De la càpsula CH-17 es van congelar 3 cristalls, dos 
varetes i un espècie de rombe. 
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Tots ells es van provar al sinctrotró de Grenoble (Novembre 2005 i Maig 2006), no obtenint-
se bons resultats de difracció. De tota manera s’ha pogut determinar la cel·la i 
l’empaquetament molecular. 
6.2.2 Seqüència AT4A4T. 
 
6.2.2.1 Comportament en funció de les sals. 
 
MgCl2: A concentracions baixes s’obté precipitat cristal·lí a baixes concentracions de 
precipitant. A concentracions més elevades s’obtenen agulles trencades, els cristalls 
mostren una disposició molt desordenada. 
 
KCl: No s’han realitzat proves amb aquesta sal. 
 
LiCl: No s’han realitzat proves amb aquesta sal. 
 
 
Fig. 6.1.  Imatge de la gota PH-4-B2 i CH-17 
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NaCl: S’obtenen agulles fines, a mesura que augmentem la concentració de sal, s’obtenen 
agulles més gruixudes . Les concentracions utilitzades varien des de 12,5-100mM. 
 
BaCl2: Quan la gota té un contingut baix en sal, s’obtenen unes agulles molt fines, a 
excepció d’una única agulla molt llarga i gruixuda. A concentracions més elevades , 50mM,  
s’obtenen agulles dèbils, molt irregulars producte d’un creixement  desordenat. 
 
860: Únicament s’ha provat a una concentració de 50mM, no obtenint-se cap resultat 
favorable. 
 
836: Agulles llargues i gruixudes a una concentració de 50mM. 
 
CaCl2: Moltes agulles i varetes molt fines a concentracions baixes de sal, 7,5 mM. 
 
899: No s’ha obtingut cap indici d’ordenació cristal·lina utilitzant una concentració de sal de 
50mM. 
 
MgAc: S’obtenen esferolites a baixes concentracions (40mM), a concentracions més 
elevades (80mM) es dóna una separació de fases. 
 
6.2.2.2 Comportament en funció de la temperatura. 
 
A 4ºC no s’ha  realitzat cap prova amb aquesta seqüència. A 16ºC i 13ºC, els cristalls que 
s’obtenen tenen una ordenació irregular, 
La temperatura òptima d’aquesta seqüència és 20ºC. 
 
6.2.2.3  Comportament en funció del precipitant utilitzat. 
 
Generalment s’ha utilitzat MPD com a precipitant tot i que s’han realitzat algunes proves 
sense massa èxit amb PEG i isopropanol.  
També s’han realitzat proves amb etanol, obtenint-se molts cristalls en forma d’agulla però 
no s’ha provat d’optimitzar aquest paràmetre.  
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6.2.2.4 Cristalls obtinguts. 
 
S’ha congelat 4 cristalls de la càpsula CH-2 d’un total de 25 gotes realitzades. Dels quatre 
cristalls difractats a Grenoble, només de dos es van obtenir dades de difracció per poder ser 
analitzades. 
 
 
Fig. 6.2. Imatge de la gota CH-2, amb els cristalls en forma 
de varetes allargades i les puntes arrodonides 
6.2.3 Seqüència ATAT2A2TAT. 
 
6.2.3.1 Comportament en funció de les sals. 
 
MgCl2: A concentracions baixes s’obtenen unes varetes dèbils com menjades i a superiors 
es dóna una separació de fases. El rang de concentracions utilitzat oscil·la entre 5-50mM 
 
KCl: No s’ha provat amb aquest producte. 
 
LiCl: No s’ha obtingut cap resultat. 
 
NaCl: No s’han obtingut resultats ni a baixes concentracions, 12,5mM i a altes, 100mM. 
 
BaCl2: A baix contingut s’obtenen cristalls dèbils i força irregulars, a concentracions 
superiors creixen uns cristalls més quadrats. 
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860: S’obté un espècie de mosaic i posteriorment uns cristalls amb formes molt diverses, 
rombe, quadrat, piràmide, etc. 
 
836: Cristalls amb molt bona birefrigència amb formes diverses, quadrats, rombes, etc. 
Únicament s’ha provat a 50mM. 
 
CaCl2: No s’ha provat amb aquest producte.  
 
899: S’obtenen uns cristalls molt petits a concentració de 70mM. 
 
MgAc: A concentracions baixes, 40mm, s’obtenen uns cristalls  rectangulars molt irregulars, 
amb una birefrigència molt dolenta; a concentracions superiors, 80Mm, s’obtenen esferolites 
 
6.2.3.2 Comportament en funció de la temperatura. 
 
Només s’han realitzat proves a 13ºC i 16ºC, obtenint-se uns cristalls més ordenats i amb 
formes més regulars a 13ºC.  
 
6.2.3.3  Comportament en funció del precipitant utilitzat. 
 
S’ha utilitzat MPD com a precipitant tot i que s’han realitzat algunes proves amb PEG 
isopropanol. El comportament que presenta la seqüència en front els diferents precipitants 
no es pot determinar per la falta de proves experimentals amb els dos últims. 
 
6.2.3.4 Cristalls obtinguts. 
 
S’han obtingut un total de 14 cristalls d’un total de 32 gotes realitzades, del quals 4 provenen 
de  la PH-3-B3, 4 de la CH-6,  3 de la CH-8 i 3 de la CH-7. No s’ha pogut obtenir cap 
recollida de tots els cristalls difractats a Grenoble, i només s’han obtingut alguns diagrames 
que permeten determinar els paràmetre de cel·la. 
Els cristalls de la PH-3-B3, són làmines i agulles amb bona birefrigència, els de la CH-6 són 
multiformes, rombes, piràmides, etc. Els de la CH-8  són varetes amb cert espessor i els 
cristalls de la CH-7 tenen forma de quadrat i botó hexagonal. 
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6.3 Processat dels diagrames de difracció. 
6.3.1 Seqüència AT4A4T. 
 
Aquesta és l’única seqüència, com ja s’ha mencionat anteriorment, que s’ha pogut processar 
i intentar resoldre l’estructura. 
 
Pel que fa els espectres de difracció dels quatre cristalls difractats, únicament s’ha processat 
el de la CH22   (Fig. 6.4) ja que és el que ha donat unes millors dades de difracció. Pel que 
fa l’altre cristall de la mateixa gota, CH21, les dades de difracció tal i com s’observa a la Fig. 
6.5 , el nombre de pics  i la resolució és inferior  amb la qual cosa resulta més complicat 
poder determinar l’estructura. 
 
Els altres dos cristalls, de la  PH3-A4 presenten un diagrama de difracció difícilment 
processable, doncs els pics no estan ven definits degut a falta d’ordenació del cristall. 
Observant els diferents diagrames de difracció notem que tots els espectres indiquen 
estructures HASO [Campos, et. al., 2006]. 
 
El terme HASO (Helical Arrengement of Stacked Oligonucleotids) serveix per definir un tipus 
d’organització en forma de columnes independents dins les cel·les hexagonals i amb 
aparellament WC.  
 
Les bases terminals dels diferents dúplex  interaccionen, definint un pseudo-hèlix  continu; 
les bases defineixen un esglaó virtual on els fosfats i són absents. Un exemple  es mostra en 
la Fig.6.3  on els oligonucleòtids veïns són aproximadament coaxials. 
 
Fig.6.3. Estructura HASO de 
dos octàmers.  
Cada dúplex rota un angle Ω 
respecte el veí. 
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Fig.6.4. Diagrames de difracció. Superior de la  CH-22, inferior de la PH3-A4 
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Fig.6.5 Diagrama  de difracció de la CH-21 
 
6.3.1.1 Resolució de l’estructura del cristall de la  CH22. 
 
Les variables de recollida de dades són: 
Resolució[Å] 2,7 
Graus d’oscil·lació [graus] 3 
Temps d’exposició [s] 5 
Angle d’inici [graus] 0 
Distancia del detector [mm] 210 
Longitud d’ona 0,9795 
Nº fotos 62 
Detector CCD 
 
El processat s’ha portat a terme amb el programa Denzo i Scalepack [Otwinoski i Minor, 
1997]. 
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Un cop realitzat el primer indexat, Denzo ens mostra una matriu amb la cel·la corresponent 
segons les dades, amb cada cel·la de Bravais i el percentatge d’error respecte la cel·la de 
menor simetria, que sempre es correspon amb la xarxa triclínica. 
 
A part de la xarxa triclínica, la  monoclínica i l’hexagonal presenten un percentatge inferior al 
1%. Cal dir que la xarxa trigonal és equivalent a l’hexagonal però amb els eixos d’una 
romboèdrica. Per tant, els possibles grups espacials del cristall són, C2, P3, R3. 
Fig.6.6. Xarxa romboèdrica (groga), monoclínica (C2) i trigonal (P3). 
 
El primer processat es va realitzar suposant que el grup espacial era C2. Un cop escalat 
s’obtenen els següents paràmetres de cel·la. 
 
76.976    44.381    69.107    90.000   111.584    90.000 
 
I les següents estadístiques:  
 
Summary of reflections intensities and R-factors by shells 
     R linear = SUM ( ABS(I - <I>)) / SUM (I) 
     R square = SUM ( (I - <I>) ** 2) / SUM (I ** 2) 
     Chi**2   = SUM ( (I - <I>) ** 2) / (Error ** 2 * N / (N-1) ) ) 
     In all sums single measurements are excluded 
 
 Shell Lower Upper Average      Average     Norm. Linear Square 
 limit    Angstrom       I   error   stat. Chi**2  R-fac  R-fac 
      40.00   6.46  4583.6   100.0    75.2  1.207  0.029  0.024 
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       6.46   5.13  1364.8    77.1    72.4  1.080  0.078  0.047 
       5.13   4.48   545.5    82.1    81.0  0.958  0.197  0.098 
       4.48   4.07   713.5    99.4    98.4  1.180  0.213  0.139 
       4.07   3.78   504.5   103.0   102.0  1.067  0.321  0.141 
       3.78   3.56   551.5   117.2   116.3  1.174  0.394  0.262 
       3.56   3.38   886.9   121.8   111.3  1.097  0.231  0.074 
       3.38   3.23   307.4   107.8   103.7  0.932  0.490  0.126 
       3.23   3.11   269.0   101.7   101.1  1.013  0.770  0.330 
       3.11   3.00   213.1    95.6    93.8  1.057  0.673  0.158 
  All reflections   1018.2   100.4    95.3  1.076  0.150  0.048 
 
La complitud de les dades és del 98,7%. 
 
Les estadístiques són força bones fins a valors de 4,07Åon aleshores el valor de Rfac 
és superior al 20% i les dades ja no resulten fiables. 
 
La cel·la presenta dos oligos d’alçada ja que si suposem un stacking de 3,3 Ǻ: 
 
( ) dúplex17,2
columna
bases10·A3,3
584,111sin976,76
º =  
 
La posterior etapa en la resolució de l’estructura és el reemplaç molecular. S’ha 
utilitzat  el programa Molrep i diferents  models de DNA construït per mitja del programa 
Turbo- Frodo. El primer model creat, s’ha anomenat columna.pdb esta format per tres dúplex 
en la unitat asimètrica  i 10 residus per cadena, Turbo, determina la posició dels tres dúplex 
de la unitat asimètrica per mitjà del fitxer ch22_c2a.sca provenint de l’escalat, que conté 
totes les intensitats i paràmetres de cel·la, obtinguts en l’etapa anterior. 
Aplicant simetria al model, s’ha d’aconseguir obtenir la posició de tots els dúplex que 
formen el cristall (Fig.6.7). 
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Fig. 6.7.  Vista frontal de quatre cel·les unitàries C2 amb  l’ordenació dels dúplex. 
 
 
Fig. 6.8.  Vista en projecció de l’empaquetament del cristall. 
 
Utilitzant el programa Refmac5, s’ha intentat fer un afinat de cos rígid, deixant un 5% de les 
reflexions sense afinar per poder calcular Rfree. Els resultats obtinguts es mostren a 
continuació: 
 
      Resolution limits                    =     64.550  2.991 
Number of used reflections           =       4103 
Percentage observed                  =    95.1381 
Percentage of free reflections       =     4.6922 
Overall R factor                     =     0.6571 
Free R factor                        =     0.5661 
Overall weighted R factor            =     0.6398 
Free weighted R factor               =     0.5646 
Overall correlation coefficient      =     0.6077 
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Free correlation coefficient         =     0.7896 
Cruickshanks DPI for coordinate error=     3.2710 
DPI based on free R factor           =     0.9506 
Overall figure of merit              =     0.3403 
 
Com s’observa el valor de R free és força elevat amb la qual cosa és indicatiu que el model 
determinat no és correcta. 
 
Al visualitzar la solució amb els mapes de densitat, s’observa clarament en tots els dúplex 
zones amb densitat positiva, per tant falten electrons. Això fa pensar que la col·locació dels 
fosfats en el model no és la correcta i per tant el model determinat no és vàlid. 
 
 
Fig. 6.9. Vista del model amb el mapa de densitat (blau)  i el mapa de diferències 
 ( verd quan és positiu i vermell quan és negatiu). 
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S’han intentant diversos models més sense èxit i això a fet suposar que possiblement el 
grup espacial C2 no sigui el correcta. Al processar-lo novament amb els grups R3 i P3, no 
s’han obtingut unes estadístiques d’escalat tan bones, per tant, ja no s’ha intentat de dur a 
terme les etapes posteriors de reemplaç molecular i afinament. 
 
P3 
Summary of reflections intensities and R-factors by shells 
     R linear = SUM ( ABS(I - <I>)) / SUM (I) 
     R square = SUM ( (I - <I>) ** 2) / SUM (I ** 2) 
     Chi**2   = SUM ( (I - <I>) ** 2) / (Error ** 2 * N / (N-1) ) ) 
     In all sums single measurements are excluded 
 
 Shell Lower Upper Average      Average     Norm. Linear Square 
 limit    Angstrom       I   error   stat. Chi**2  R-fac  R-fac 
      40.00   6.46  1020.5    69.5    51.3  0.845  0.115  0.056 
       6.46   5.13   330.1    54.7    50.0  0.738  0.264  0.090 
       5.13   4.48   132.5    58.3    57.1  0.723  0.723  0.203 
       4.48   4.07   175.8    67.5    66.1  0.832  0.636  0.245 
       4.07   3.78    91.0    74.8    73.9  0.752  0.000  0.294 
       3.78   3.56   283.9    89.8    86.0  0.792  0.785  0.170 
       3.56   3.38   205.3    90.4    87.8  0.756  0.000  0.203 
       3.38   3.23    50.1    85.9    85.2  0.652  0.000  0.368 
       3.23   3.11   197.6    95.5    94.6  0.616  0.000  0.373 
       3.11   3.00    17.3    81.7    81.5  0.595  0.000  0.868 
  All reflections    250.3    76.7    73.2  0.733  0.348  0.119 
 
Complitud de les dades d’un 99,1% 
 
R3 
Summary of reflections intensities and R-factors by shells 
     R linear = SUM ( ABS(I - <I>)) / SUM (I) 
     R square = SUM ( (I - <I>) ** 2) / SUM (I ** 2) 
     Chi**2   = SUM ( (I - <I>) ** 2) / (Error ** 2 * N / (N-1) ) ) 
     In all sums single measurements are excluded 
 
 Shell Lower Upper Average      Average     Norm. Linear Square 
 limit    Angstrom       I   error   stat. Chi**2  R-fac  R-fac 
      40.00   6.46 83530.6 11978.1 10842.4  0.341  0.204  0.285 
       6.46   5.13  1464.6   723.9   713.8  0.120  0.307  0.150 
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       5.13   4.48   115.3    97.1    96.1  0.130  0.744  0.000 
       4.48   4.07    18.4    18.9    18.8  0.189  0.000  0.000 
       4.07   3.78     1.9     4.3     4.3  0.095  0.000  0.000 
       3.78   3.56     0.8     1.0     1.0  0.119  0.000  0.000 
       3.56   3.38     0.4     0.6     0.6  0.105  0.000  0.000 
       3.38   3.23     0.0     0.1     0.1  0.117  0.000  0.000 
       3.23   3.11  -927.8  4810.4  4810.4  0.098  0.000  0.000 
       3.11   3.00  -438.7  7316.5  7316.5  0.081  0.000  0.000 
  All reflections   8252.3  2472.1  2359.1  0.140  0.208  0.285 
 
Complitud de les dades 98,5% 
 
Observant els diagrames de difracció, s’observa la presència d’una taca no coherent. Tal i 
com es pot observar en la Fig. 6.10, aquesta taca no segueix una direcció amb relació les 
altres, això fa sospitar la presència de dos estructures diferents dins el mateix cristall. 
 
Fig.6.10.  Diagrama de difracció de la CH-22 on s’observa la taca 
 que no segueix una direcció coherent amb les altres. 
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6.3.2 Seqüència ATA2TAT2AT. 
 
Dels diagrames de difracció únicament s’ha pogut determinar la cel·la unitària però es 
desconeix  el grup espacial. 
 
a = 45,5  b= 45,5  c=n.d  
 
 
 
Fig. 6.11. Fotografia del cristall PH4-B2. 
 
 
 
      Fig. 6.12.  Diagrama de difracció de la PH4-B2 
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         Fig. 6.13.  Diagrama de difracció de la CH-17 
 
 
6.3.3 Seqüència ATAT2A2TAT. 
 
Com en el cas de la seqüència anterior, únicament s’ha pogut determinar la cel·la unitària: 
 
a= 43,1  α=β=90º 
b=43,1   γ=120º 
c= 196,8 
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Fig. 6.14. Diagrames de difracció. Superior de la CH-6, inferior de la CH-8. 
 
 
 
Es creu que el grup espacial és P321 ja que molts decàmers estudiats presenten aquest 
grup espacial amb una cel·la similar.  
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6.4 Dicroisme circular. 
El DC del DNA  és degut a la interacció de les bases cromofòriques amb els grups sucre-
fosfat i la interacció entre elles. Els resultats depenen directament de l’estructura secundària 
del DNA que pot ser modificat per canvis en la rotació de l’hèlix, canvis en el nombre de 
parell de bases per volta, i en la posició relativa entre bases i sucre-fosfat. 
Segons l’estructura primària del DNA l’aparellament entre els diferents fragments és diferent, 
donant lloc a diversos models d’aparellament de dúplexs.  
Les unions entre les diferents cadenes per formar els dúplex es representen en la Fig. 6.15. 
Pel que fa (AT)7, es tracta d’una seqüència repetitiva que presenta un lliscament, doncs la 
unió entre les diferents cadenes es pot donar per diversos punts, de manera que no 
existeixen dúplex definits com en el cas de A(AT)5T, A6T6 o la CGC3GCG3CG. Cal dir però 
que els extrems dels dúplex d’aquestes últimes es mantenen parcialment oberts o 
desnaturalitzats. Finalment pel que fa la CG(AT)5 presenta els extrems no cohesius. 
En el projecte hem utilitzat bàsicament dodecàmers a excepció del (AT)7 que és tracta d’un 
tetradecàmer. S’han buscat seqüències repetitives, autocomplementàries, riques en AT i una 
única seqüència que únicament conté CG.  
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Fig. 6.15.  a) L’ (AT)7 es tracta d’una seqüència repetitiva que permet un desplaçament de les cadenes tot i 
mantenir l’aparellament. b) El cas de A(AT)5T, A6T6 i CGC3GCG3CG es tracta de seqüències 
autocomplementàries o palindròmiques que formen dúplex definits. c) El cas de la CG(AT)5 es tracta d’una 
seqüència amb els extrems cohesius. 
 
 
 
ATATATATATATAT 
AATATATATATT 
(a) 
(b) 
AAAAAAATTTTTT (c) 
CGCCCGCGGGCG (d) 
CGATATATATAT (e) 
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6.4.1 DC de les seqüències estudiades. 
El DC a és dependent de l’estructura primària, és dir de la seqüència de bases que el 
composen.  Fixant-nos en la Fig. 6.16 , podem veure com varia l’espectre en funció de la 
seqüència. 
La Fig. 6.16b podem notar que és un entremig entre la a i la d, ja que presenta el màxim de 
270nm de la Fig. 6.16a i i un eixamplament d’aquest màxim.  
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Fig 6.16.. Espectres de DC de 
diferents seqüències de DNA. (a) 
(AT)7 80µg/ml. (b) A(AT)5T 
80µg/ml. (c) CG(AT)5 80µg/ml. (d) 
A6T6 80µg/ml. (e) CGC3GCG3CG 
80µg/ml. 
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Comparant els espectres obtinguts amb altres estudis publicats  
  
Fig.6.17.  Espectre de DC del poli[d(A-T)]·poli[d(T-A)] a  diferents temperatures.  
[J.Greve, M.F. Maestre &A.Levin, 1977] 
S’observa que les seqüències estudiades tenen un espectre molt similar. 
Així (AT)7 (Fig 6.16a) comparant-la amb la poli(d[AT])·poli(d[AT]) (Fig. 6.17), ambdós 
presenten un màxim d’intensitat al voltant dels 270nm i un mínim al voltant dels 250nm. 
La A6T6 comparada amb la poli (dA)·poli(dT), presenten una tendència diferent a les A,T 
alternant amb dos màxims, un a 280nm i l’altre al voltant dels 260nm . El seu mínim es troba 
aproximadament a 250nm. 
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Fig.6.18. Espectre de DC del poli(dA)·poli(dT) a diferents temperatures.  
[J.Greve, M.F. Maestre i A.Levin, 1977] 
6.4.2 Influència de la concentració d’oligo. 
                                  Fig. 6.19. Espectre de DC de l’(AT)7  a diferents concentracions 
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A altes concentracions de oligo, s’observa una petita influència (Taula 6.2) indicatiu que a 
baixes concentracions els dúplex de DNA estan més desnaturalitzats, és a dir, les puntes es 
mantenen obertes. 
Concentració d’oligo 
[µg/ml] 
El·lipticitat molar [grausxcm2xdmol-1] 
80 4,2·105 
100 4,9·105 
140 5,1·105 
180 5,3·105 
 
Taula.6.2. Valors màxims del DC de l’(AT)7 a diferents concentracions. 
 
6.4.3 Influència de la concentració de sal. 
Fig.6.20. Influència de la concentració de sal sobre (AT)7.  
A concentracions elevades de sal es modifica l’estructura de l’aigua, i per tant, la interacció 
del DNA amb el dissolvent. Tal i com observem en l’espectre de DC, l’efecte de la sal és 
disminuir la banda de 266nm. La pèrdua d’intensitat en aquesta banda es pot interpretar 
com una transició gradual de la forma B a la C del DNA [Baase i Johnson, 1978]. 
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Així l’addició de sal incrementaria la rotació de l’hèlix pel parell de bases, és a dir l’hèlix 
esdevé més compacta. La forma B té 10 bases per volta mentre que la C varia des de 8,5 
fins 9,7. 
Estudis realitzats a diferents concentracions de sal han permès demostrar una dependència 
no lineal entre la intensitat a 275nm i la rotació de l’angle al augmentar la concentració de 
sal. De totes maneres, aquesta interpretació és força especulativa. 
 
Fig.6.21.  Canvis d’el·lipticitat en funció de la rotació de l’hèlix 
 [Baase i Johnson,1979] 
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6.4.4 Influència de la temperatura. 
 
 
 
 
220 240 260 280 300 320
-8,0x105
-6,0x105
-4,0x105
-2,0x105
0,0
2,0x105
4,0x105
6,0x105
(e)
el
·li
pt
ic
ita
t m
ol
ar
 [g
ra
us
xd
m
2 x
dm
ol
-1
]
λ[nm]
 10ºC
 20ºC
 30ºC
 50ºC
220 240 260 280 300 320
-6x105
-5x105
-4x105
-3x105
-2x105
-1x105
0
1x105
2x105
3x105 (d)
el
·li
pt
ic
ita
t m
ol
ar
 [g
ra
us
xd
m
2 x
dm
ol
-1
]
λ[nm]
 10ºC
 25ºC
 40ºC
 55ºC
 61ºC
 75ºC
220 240 260 280 300 320
-5x105
-4x105
-3x105
-2x105
-1x105
0
1x105
2x105
3x105
4x105
(b)
el
·li
pt
ic
ita
t m
ol
ar
 [g
ra
us
xd
m
2 x
dm
ol
-1
]
λ[nm]
 10ºC
 20ºC
 60ºC
220 240 260 280 300 320
-6x105
-5x105
-4x105
-3x105
-2x105
-1x105
0
1x105
2x105
3x105
(c)
el
·li
pt
ic
ita
t m
ol
ar
 [g
ra
us
xd
m
2 x
dm
ol
-1
]
λ[nm]
 20ºC
 10ºC
 60ºC
220 240 260 280 300 320
-8,0x105
-6,0x105
-4,0x105
-2,0x105
0,0
2,0x105
4,0x105 (a)
el
·li
pt
ic
ita
t m
ol
ar
 [g
ra
us
xd
m
2 x
dm
ol
-1
]
λ[nm]
  20ºC
  60ºC
Fig. 6.22. Influència de la temperatura. (a)
(AT)7 (b) A(AT)5T  (c) CG(AT)5  (d) CG(AT)5
amb presència de CSF 1M  (e) A6T6. 
 
Pàg. 74  Memòria 
 
Observant els espectres de la Fig.6.22 s’aprecia que el comportament  del DNA abans de la 
fusió és similar per tots els DNA [Gennis i Cantor,1972]. Al augmentar la temperatura  
l’espectre esdevé més positiu tot i que en els A,T és dóna un canvi més acusat que no pas 
en les seqüències que també contenen GC. 
Studdert et al. 1972, va investigar el comportament de desnaturalització del calf thymus i poli 
[d(AT)]·poli[d(TA)] en un rang ampli de temperatures, concloent que es dóna una sèrie 
contínua d’estructures secundàries entre els 10.2 i 10.4 parells de base per volta. 
Estudis posteriors de polinucleòtids rics en A i T han permès treure conclusions similars  a 
les anteriors. Es creu que els canvis abans de la desnaturalització del DNA consisteixen en 
un increment del nombre de bases per volta. 
Aquest estudies han estat corroborats per espectroscopia Raman [Erfurth i Peticolas,1975] , 
mesures de viscositat [Freund i Bernardi1963] i estudis polarogràfics [Palecek i Fric,1972]. 
Els estudis Raman han permès demostrar que no es donen canvis en l’esquelet sucre-fosfat 
durant l’augment de temperatura.  
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6.4.5 Influència de les Timines. 
 
Les timines utilitzades en el projecte presenten el següent DC : 
 
Fig.6.24. DC de la desoxitimina i la 3’,5’-difosfat[ Cantor&Warshaw,1970]. 
Comparant aquest espectre amb els de la Fig. 6.24 , extret dels treballs publicats per Cantor 
i Warshaw el 1970; es pot observar que l’espectre de T1 és molt similar a l’espectre de dT 
corresponent a  la desoxitimidina. Els dos mostren la mateixa banda intensa sobre els 
270nm i una de menor intensitat sobre els 230nm aproximadament.  
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Fig.6.23. Espectre de DC de les diferents timines (T1,T2,T3,T4 i T5).
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Cal dir que la T3 i T5 presenten un DC més baix degut a que tenen més càrrega. Pel que fa 
la T2 té un comportament anòmal. 
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Fig.6.25. Influència de les timines 
T1,T2,T3, T4 i T5 sobre : (a) (AT)7 80µg/ml, 
(b) A(AT)5T 80µg/ml, (c) CG(AT)5 80µg/ml 
(d) A6T6 80µg/ml, (e) CGC3GCG3CG 
80µg/ml. 
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Observant els diferents espectres de la Fig. 6.25, s’aprecia que la que presenta una major 
influència sobre les diferents seqüències estudiades és la T1. 
Primer de tot hem comprovat que la variació de l’espectre no fos deguda a la suma del 
dicroisme de l’oligo i la timina, ja que aquestes presenten DC per si soles.  
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Fig. 6.26.  Comprovació de l’efecte que
té la timina sobre (AT)7.  
(a) (AT)7 80µg/ml i T1 a 120µg/ml, 
(b) (AT)7 80µg/ml i T2 a 164µg/ml, 
(c) (AT)7 80µg/ml i T3 a 129µg/ml, 
(d) (AT)7 80µg/ml i T4 a 262µg/ml, 
(e) (AT)7 80µg/ml i T5 a 381 µg/ml. 
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Fig.6.27.  Comprovació de l’efecte que tenen les timines sobre diferents oligos. (a) A6T6 80µg/ml i T1 a 120µg/ml, 
(b) A6T6 80µg/ml i T2 a 164µg/ml, (c)CG(AT)580µg/ml i T1 a 120µg/ml, (d) CG(AT)5 80µg/ml i T2 a 164µg/ml, (e) 
CG(AT)5 80µg/ml i T3 a 129µg/ml, (f) CGC3GCG3CG 80µg/ml i  T4 a 262 µg/ml. 
 
Com podem observar en la Fig. 6.26  el dicroisme de les mostres d’(AT)7 analitzades amb 
diferents timines són pràcticament  la suma de dicroisme dels diferents components de la 
mostra. Es detecten petites variacions, les més destacades en T3 i T5 amb variacions 
properes al 15% del valor experimental del DC. Així doncs, podem afirmar que els canvis  
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que poden induir sobre aquesta seqüència de DNA les diferents timines  i que s’apreciarien 
en el DC de la Fig. 6.25 , són canvis  estructurals molt petits. 
En la Fig. 6.27, s’han representat les seqüències que mostren variació. Podem apreciar que 
el DC de la suma dels oligos i les timines no es correspon amb el DC de la prova 
experimental, per tant, el grau d’influència de les timines sobre aquestes seqüències és 
major. 
6.4.6 Influència d’algunes amines aromàtiques. 
Fig.6.28. Influència dels diferents productes 927,928,930,950,S1 sobre : (a) (AT)7 80µg/ml, (b) A(AT)5T 80µg/ml, 
(c) CG(AT)5 80µg/ml (d) A6T6 80µg/m. 
Tot i que molts compostos aromàtics presenten interacció amb el DNA, els productes que 
hem estudiat no tenen cap efecte notable sobre el dicroisme del DNA en (AT)7 i en A(AT)5T 
(Fig. 6.28). El lleuger augment o disminució del DC es deguda a errors experimentals de 
mesura, dels diferents instruments utilitzats alhora de preparar les mostres. 
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Pel que fa les seqüències CG(AT)5 i A6T6 (Fig. 6.28c i 6.28d) els productes 927 i 928 tenen 
un efecte destacat. En la primera seqüència podem observar com el pic esdevé més estret i 
en la segona el màxim de 260nm queda desplaçat. Això ens fa  suposar que sí que es dóna 
algun tipus d’interacció amb el DNA, però caldria completar aquest estudi amb altres 
tècniques com cristal·lografia i raigs X. 
Observant la Fig. 6.28a, 6.28b i 6.28c, podríem pensar que el canvi d’intensitat  del DC al 
voltant dels 230nm és degut a un canvi conformacional de l’estructura secundaria del DNA, 
però aquesta variació de l’espectre es deu a un impuresa del fàrmac 928 adicionat. 
6.4.7 Influència dels dissolvents. 
Al afegir el (AT)7 sobre cada un dels dissolvents preparats, en el que s’aprecia un canvi més 
destacable és la que conté CsF (Fig. 6.29). 
Fig. 6.29. Influència dels diferents dissolvents sobre (AT)7. 
S’ha demostrat que les propietats espectroscòpiques del poli(dA-dT)·poli(dA-dT) a alta i 
baixa concentració de sal són diferents i que la addició gradual de CsF  causa canvis en el 
DC en la banda de 275nm [Vorlickova et.al., 1983]. 
Estudis de NMR han permès demostrar que la presència de CsF no indueix un canvi en 
l’aparellament de les bases i que a altes i baixes concentracions es dona l’aparellament WC. 
Així mateix, hi ha un equilibri entre la forma dreta i esquerra del dúplex de la forma B-DNA. 
Es podria pensar que  a altes concentracions d’aquesta sal, la forma que adopta el DNA és 
la Z-hèlix però no és cert, la diferència es dóna en la unitat repetitiva. A baixes 
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concentracions la unitat estructural repetitiva del dúplex és un monunucleòtid mentre que a 
altes concentracions és un dinucleòtid [Mukti et.al,1984]. Això és evident davant dels signes 
31P NMR del poli(dA-dT)·poli(dA-dT) que a alta concentració de CsF presenten una lleugera 
separació (0,6ppm), que indiquen clarament que la unitat repetitiva és un dinucleòtid. 
Un canvi similar en l’espectre es dóna a concentracions creixents del metanol. 
 
Fig. 6.30. DC del Calf Thymus en funció del metanol: 
 (1) 0%,(2) 25%,(3) 50%,(4) 65%,(5) 75%,(6) 95%. 
Al ser el CsF el que major canvi conformacional presenta, la resta de seqüències només 
s’han estudiat amb aquest producte. 
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Com es pot observar en els diferents espectres de la Fig. 6.31, la resta de seqüències també 
presenten variacions del DC en presència del CsF; la que presenta un canvi menor és la 
seqüència A6T6, ja que aquest canvi només es dóna en AT alternants. 
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Fig. 6.31. Influencia del CsF, sobre : (a) 
A(AT)5T 80µg/ml  (b)  CG(AT)5 80µg/ml (d) A6T6 
80µg/ml. 
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7 AVALUACIÓ ECONÒMICA. 
 
Com que el projecte l’hem dividit en dues parts clarament diferenciades, l’apartat de costos 
també el desglossarem en els costos derivats de la part de cristal·lografia i els costos de la 
part de dicroisme. 
 
Generalment un projecte d’investigació únicament te despeses, per això subdividirem el cost 
global en: costos de materials i productes, costos d’equips i instal·lacions i costos de 
personal. 
 
7.1 Costos de material i productes. 
 
En aquest apartat s’inclouen els materials i productes utilitzats en el projecte. Com que les 
quantitats de producte utilitzades per dur a terme les diferents proves de cristal·lització o 
dicroisme, són molt inferiors a la quantitat de producte que conté cada lot; s’ha calculat un 
factor d’ús com a quocient entre la quantitat utilitzada i la quantitat que conté el lot. 
 
7.1.1 Cristal·lografia 
 
 
producte quantitat per lot preu del lot [€] factor d'us cost [€]
NaCl 1000g 29,50 0,003 0,09
MgCl2 1000g 34,60 0,002 0,07
KCl 1000g 57,80 0,001 0,04
LiCl 100g 30,60 0,009 0,26
BaCl2 100g 11,50 0,02 0,28
MgAc 100g 20,00 0,00
CaCl2 250g 29,30 0,006 0,17
860 100g 15,80 0,004 0,06
836 100g 32,50 0,001 0,03
899 100g 40,50 0,001 0,04
Àcid cocodílic 10g 20,00 0,55 11,00
Cocodilat sòdic 10g 32,00 0,96 30,72
Espermina 5g 75,00 0,07 5,25
PEG 400 5l 11,26 0,003 0,04
PEG 4000 100g 13,25 0,60 7,95
isopropanol 1l 17,40 0,01 0,17
MPD 0,5l 32,60 0,50 16,30
silica-gel 1000g 15,00 0,04 0,60
Nitrogen líquid 1l 0,72 25,00 18,00
oligo ATA2TAT2AT 5mg 200,00 0,32 64,00
oligo AT4A4T 5mg 200,00 0,32 64,00
oligo ATAT2A2TAT 5mg 200,00 0,34 68,00
287,07Cost Total productes
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7.1.2 Dicroisme circular. 
 
 
7.2 Cost d’equips i instal·lacions. 
 
En aquest apartat s’inclouen tots els aparells utilitzats. Cal dir que el lloguer de les 
instal·lacions del sincrotrón  de Grenoble esta subvencionat pel govern espanyol i resulta 
gratuït per la universitat. Així únicament considerem en el cost del viatge d’anar i tornar i la 
estància  allà. També  l’aparell de dicroisme  circular que es troba Servei Cierntofico-tècnic 
Material Preu unitat cost [€]
Placa de Linbro 6,61 39,66
Càpsules 0,12 3,12
Cubreobjectes 0,05 3,50
Crioloop 7,50 217,50
263,78
quantitat
6
Cost Total Material
26
70
29
producte quantitat per lot preu del lot [€] factor d'us cost [€]
864 10g 19,70 0,23 4,45
925 5g 20,60 0,32 6,51
927 5g 35,40 0,2 7,08
928 25g 39,20 0,13 4,98
930 10g 47,20 0,16 7,55
948 100ml 29,10 0,03 0,96
949 25ml 42,20 0,17 7,17
950 5g 17,30 0,14 2,42
951 5g 21,50 0,59 12,69
952 5g 51,40 0,35 17,99
959 25g 42,30 0,13 5,50
T1 19mg 0,00 1 0,00
T2 5mg 0,00 1 0,00
T3 15mg 0,00 1 0,00
T4 5mg 0,00 1 0,00
T5 3mg 0,00 1 0,00
Àcid cocodílic 10g 20,00 0,55 11,00
Cocodilat sòdic 10g 32,00 0,96 30,72
oligo (AT)7 5mg 200,00 0,80 160,00
oligo A(AT)5T 5mg 200,00 0,52 104,00
oligo CG(AT)5 5mg 200,00 0,74 148,00
oligo A6T6 5mg 200,00 0,54 108,00
oligo CGC3GCG3CG 5mg 200,00 0,66 132,00
771,02Cost Total Productes
550,85Cost Total dels productes i material cristal·lografia
Materials quantitat cost [€]
cubetes de quarz 1 240,00
xaringues insulina 100 9,00
249,00Cost Total Material
preu unitat [€]
240
0,09
1020,02Cost total productes i material DC [€]
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de la UB ens resulta a un preu més econòmic per tractar-se d’una universitat i no una 
empresa privada. 
Pel que fa el cost dels diversos aparells del laboratori es calcula a partir de l’amortització, el 
període d’utilització, tot dividint-ho entre el nombre de persones que utilitzen l’aparell.  
 
7.3 Cost de personal. 
El cost del personal el podem dividir segons els diferents nivell de formació, així quan parlem 
de personal qualificat ens referim als enginyers, químics, etc i personal “no qualificat”, els 
que tenen una titulació inferior, cicle formatiu, etc, que  s’encarrega de dur a terme les 
tasques  experimentals de preparació d’stocks, manteniment  d’aparells, etc. 
El personal qualificat s’encarrega de dirigir el projecte, l’anàlisi de resultats i la busca 
d’informació.   
 
 
 
 
 
Equips del laboratori Preu [€] Amortització nº persones cost [€]
Espectrofotòmetre UV 63400 5 8 2245,42
Balança 1360 5 20 19,27
pHmetro 502 5 8 17,78
Microscopi òptic 3400 5 15 64,22
Càmera digital pel microscopi 400 - 15 37,78
centrifugadora 350 5 8 12,40
Micropipetes
0,1 a 2ul 186,37 - 15 17,60
1 a 10ul 430,12 - 15 40,62
10 a 100ul 186,37 - 15 17,60
100 a 1000ul 186,37 - 15 17,60
2490,29Cost Total d'Equips
Sincrotrón Grenoble preu[€] nº cristalls nº cristalls propis cost [€]
1 1500 162 9 83,33
2 1500 190 11 86,84
170,18Cost Total sincrotrón
Servei Cientificotècnic UB nº sessions nºhores/sessió preu [€/h] cost [€]
espectropolarimetre J-810 7 5 2,5 87,50
87,50Cost  Total Lloguer de DC
Personal €/h Cost [€]
no qualificat 15 7500
qualificat 50 15000
22500Cost Total personal
hores
500
300
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7.4 Cost total del projecte. 
 
Per calcular el cost total del projecte s’ha de sumar els diferents costos detallats en els 
apartats anteriors i a més a més cal afegir-hi els costos derivats de les despeses generals 
del laboratori (electricitat, aigua, material d’oficina, etc). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cost total materies i productes 1570,87
Cost equips i instal·lacions 2747,96
Cost personal 22500
Subtotal 26818,83
10% gastos generals 2681,88
10% overhead UPC 2681,88
Cost total projecte 32182,59
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8 IMPACTE AMBIENTAL. 
 
Tot projecte, té un mínim impacte ambiental, és a dir, es produeix una alteració del medi 
durant el desenvolupament del projecte o activitat relacionada amb ell. 
 
Alhora de fer un anàlisis d’impacte ambiental cal tenir en compte tot una sèrie de 
característiques: 
 
En el nostre cas, que es tracta d’un projecte d’investigació s’analitzarà els diferents focus 
que poden ser causa d’impacte ambiental i es proposaran les solucions adients en cadascun 
dels casos; així s’analitzarà l’impacte que té l’ús de certs productes i també els diversos 
aparells i instal·lacions. 
 
Per saber l’impacte ambiental dels diferents productes, aparells, etc cal fer un anàlisi del 
cicle de vida. Un aparell, producte, etc, no té un impacte sobre el medi únicament quan està 
en ús sinó que durant la seva fabricació i destrucció, també poden ocasionar danys. 
 
8.1 Manipulació de materials i productes. 
 
El tipus i possible gravetat dels impactes que poden resultar de les activitats amb els 
diferents productes del laboratori depèn de la fragilitat de l’ambient (natural i humà). 
 
A continuació es mostra un llistat dels possibles impactes ambientals que poden ocasionar 
els diferents materials i productes. 
 
Impactes Variables ambientals 
Incendi Destrucció material 
Contaminació de l’aire Presència d’olors desagradables 
Atmosferes riques en N2 
Contaminació de l’aigua Presència d’elements orgànics 
Presència de metalls pesats 
Pèrdua de la qualitat de l’aigua 
Conseqüències per la salut Irritació de la pell , mucoses i vies 
respiratòries 
Al·lèrgies, etc. 
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Per evitar els possibles impactes cal  que  tots els productes  del laboratori estiguin  
identificats amb els pictogrames corresponents al grau de perillositat. El magatzem ha de 
comptar amb un registre d’entrades i sortides que permeti un inventari actualitzat de les 
existències. 
 
Alguns productes requereixen no sols la separació respecte d’altres, sinó l’aïllament de la 
resta, degut a la seva activitat biològica o les característiques fisicoquímiques. 
 
Les substàncies cancerígenes i altament tòxiques han d’ubicar-se en armaris específics, 
convenientment controlat. Les substàncies han d’estar contingudes en un doble recipient 
que eviti vessaments, no només per fractura de l’envàs original, sinó degut a manipulacions 
incorrectes o accidentals. 
 
L’emmagatzematge d’inflamables ha de planificar-se en funció del risc. El risc, d’incendi o 
explosió, pot valorar-se en funció  de la càrrega tèrmica de la massa emmagatzemada, la 
naturalesa dels productes, les instal·lacions, etc. i és difícil establir una frontera que 
decideix-hi si s’exigeix o no un magatzem independent per inflamables. Cal tenir en compte 
altres factors alhora de prendre una decisió com són l’activitat del laboratori, les tècniques, el 
volum de treball, el consum de reactius, etc. 
 
Es recomanable que un laboratori que realitzi habitualment extraccions, destil·lacions, o 
d’altres tècniques que exigeixin gran quantitat d’inflamables, disposi d’un armari protegit.  
 
Sempre que estiguem treballant al laboratori cal tenir present certes consideracions: 
 
• S’han de tenir present en tot moment tots els principis higiènics bàsics aplicables a 
qualsevol tipus de treball amb productes químics, com són la prohibició de menjar, 
beure o fumar al lloc de treball, no sortir a fora les zones de treball amb la bata ni 
guants, etc. 
• Per evitar esquitxades en els transvasaments cal utilitzar embuts, bombes o d’altres 
dispositius. 
• Cal utilitzar cubs de plàstic o de goma per traslladar ampolles de vidre d’àcids i bases 
concentrades. 
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Qualsevol manipulació de substàncies corrosives, irritants, d’elevada toxicitat o poder de 
penetració per la pell, ha de fer-se utilitzant guants adequats i nets. 
És imprescindibles la utilització d’ulleres protectores per tal d’evitar projeccions. 
Quan s’utilitzin compostos volàtils tòxics és indispensables fer servir màscares de protecció 
respiratòria amb filtres per els gasos i vapors corresponents i degudament certificades. 
 
Així per exemple, quan es treballar amb  productes com CsF, silà, etc., s’ha d’anar amb 
compte ja que es tracta de productes tòxics, corrosius  i s’han de prendre precaucions, tot 
col·locant-se guants i una mascareta per evitar inhalar els possibles vapors. En casos 
concrets s’han de preparar i fer les dilucions directament sota la campana. 
 
Les solucions mares no  utilitzades, es guarden en pots de plàstic tancats i segellats  per si 
són necessàries en proves posteriors. Passat un temps es dipositen en contenidors 
especials, tot depenen si són clorats o no. 
 
Els residus dels precipitants utilitzats en el laboratori, com el PEG i l’MPD, que són dos 
polialcohols utilitzats en canvi de pou del les gotes, cal dipositar-los en un contenidor de 
residus no clorats instal·lat en el laboratori per evitar el possible impacte ambiental; 
empreses externes s’encarreguen de recollir-los i fel-s’hi un tractament adequat. 
Per evitar que l’atmosfera es sobrecarregui amb nitrogen i per tant disminueixi la pressió 
parcial d’oxigen, cosa que seria perjudicial per la salut humana. Alhora de congelar que es 
quan major fuita de nitrogen cap a l’atmosfera es pot produir,  s’engega l’extractor de gasos 
del qual disposa el laboratori. 
 
La contaminació acústica és un altre problema que es pot donar amb diversos aparells com 
la centrifugadora i el bòrtex; generalment però la seva utilització és de poca durada i no cal 
prendre mesures de prevenció. 
8.2 Característiques dels equips i instal·lacions. 
 
El laboratori és l’indret on es dur a terme el projecte i requereix d’una zona d’ubicació amb la 
qual cosa hi ha una modificació del medi natural.  
 
Per la construcció, funcionament i manteniment dels diferents equips es produeix un consum 
de recursos materials i energètics.  Així són necessaris plàstics, vidres, metalls, etc que cal 
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transformar-los per dóna’ls la forma adequada. Durant aquesta transformació es requereix 
energia, ja sigui calorífica, mecànica, etc. Per tant, per la construcció del diferents aparells 
es produeix un consum de recursos. 
 
Així mateix, pel funcionament dels aparell, també es necessari el consum d’energia elèctrica, 
aigua o algun tipus de refrigerant si l’aparell requereix refrigeració. 
 
Un cop finalitzada la vida útil dels diferents aparells són dipositats en abocadors, tot reciclant 
les diferents parts de vidre, plàstics que el composen i recuperant els metalls que són 
contaminats pel sòl. 
 
Pel que fa les instal·lacions del sincrotró, requereixen una gran quantitat de sòl, tot 
comportant l’alteració de les propietats originals d’aquest per tal de poder construir l’anell i 
les diverses instal·lacions. Per tant, es dóna una alteració de la topografia local i per tant, un 
impacte visual negatiu. 
A més a més , es requereixen uns serveis i per tant, es dóna un augment de la demanda de 
productes i serveis. Així mateix com a punt favorable podríem mencionar l’augment de llocs 
de treball. Cal escollir un terreny adequat on l’impacte ambiental sigui mínim. 
8.3 Serveis generals. 
 
L’electricitat necessària pel funcionament dels equips i instal·lacions es genera 
majoritàriament per combustibles fòssils i durant la seva generació es produeix l’emissió de 
CO2, cos que provoca un impacte molt negatiu tan pel fet de disminuir els recursos 
disponibles com la contaminació atmosfèrica. 
Resulta imprescindible reduir la nostre dependència del carbó i del petroli, ja que l’amenaça 
de canvi climàtic global i altres problemes ambientals són força seriosos, a més a més som 
dependents  d’una font d’energia no renovable que es va esgotant. 
 
L’aigua es un recurs necessari en molts processos, tan com a dissolvent com en la 
refrigeració d’equips, etc. El seu ús en determinats processos pot comportar la seva 
contaminació, és per això que cal realitzar-li un tractament adequat per tal de poder 
recuperar la qualitat de l’aigua. 
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9 CONCLUSIONS. 
 
Les conclusions que s’obtenen dels estudis realitzats en aquest projecte són les següents: 
 
• Les seqüències riques en AT són difícils de cristal·litzar.  Totes les estructures que 
s’han cristal·litzat generalment tenen la presència de ions divalents. 
 
• La AT4A4T és la única seqüència que s’han pogut processar els diagrames de 
difracció. No obtenint-se una resolució final de l’estructura ja que es creu que el 
cristall esta format per una macla. El grup espacial que ha donat unes estadístiques 
més bones és C2 donat uns paràmetres de cel·la de 69,1x44,4x77,0Ǻ  
90º,111,6º,90º. 
 
 
• Els diagrames de difracció de les seqüències ATA2TAT2AT i ATAT2A2TAT  no s’han 
pogut processar i únicament s’ha pogut determinar la cel·la unitària (45,5x45x5xn.d i 
43,1x43,1x196,8) però es desconeix el grup espacial, es creu que possiblement sigui 
P321 ja que molts decàmers estudiats presenten aquest grup. 
 
• Les proves de DC han permès observar que a baixes concentracions el DNA es 
troba més desnaturalitzat, és a dir, presenta les puntes obertes. 
 
• En el DC a diferents concentracions de sal s’ha observat que al augmentar la 
concentració de sal, es podria produir una transició de la forma B a la C per tant, es 
redueix el nombre de bases per volta. 
 
• La influència de les timines sobre el DNA és petita i  els canvis més destacats es 
donen en les seqüències autocomplementàries, A6T6, CGC3GCG3CG i  en la 
seqüència amb els extrems cohesius CG(AT)5. 
 
• Les úniques amines aromàtiques que presenten una influència són la 927 i 928 sobre 
les seqüències CG(AT)5 i A6T6.La variació del DC fa suposar que es dóna algun tipus 
d’interacció però caldria complementar aquest estudi amb altres tècniques 
estructurals. 
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• La presència de CsF provoca canvis molt significatius en el DC de les AT alternats i 
menys significatiu en la resta de seqüències. L’aparellament de les bases a altes i 
baixes concentracions de CsF és WC i  és la unitat repetitiva la que fa que a baixes 
concentracions i altes s’obtingui un DC diferent. Així a concentracions baixes la unitat 
repetitiva és un mononucleòtid i a altes és un dinucleòtid. 
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